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Untersuchungen iiber die Bindung des Quellungswassers in 
quellbaren Krystallen. 
Von 


J. R. Katz, prakt. Arzt in Amsterdam. 


Mit einer Abbildung im Text und einer Tafel. 


(Der Redaktion zugegangen am 22, Mai 1915.) 


Die Bedeutung der quellbaren Krystalle fiir das 
Problem der Quellung. 

Noch immer wissen wir nicht, in welcher Art das Wasser 
in gequollenen. Krystallen gebunden ist. Ist es als lockere 
chemische Bindung, oder in fester Lésung, oder als Oberflichen- 
adsorption an hypothetischen Micellen? Das Problem der 
Quellung, das fiir so manche Frage der physiologischen Chemie 
wichtig ist, tritt uns hier in besonders interessanter Form 
entgegen. 

Die quellbaren Krystalle haben kurz nach ihrer Entdeckung 
allgemeines Aufsehen erregt. In den letzten Jahren wurden 
sie dagegen nur wenig studiert. Dennoch bleiben sie noch 
immer recht interessant, weil sie bei der Quellung, sowie auch 
bei der Entwdsserung, ihren Krystallcharakter beibehalten. Ein 
typischer Krystall, mit seinen ebenen Flachen, die unter ganz 
bestimmten Winkeln zusammentreffen, mit seinen optischen 
Eigenschaften und seinen Spaltrichtungen, die dem betreffenden 
Krystallsystem entsprechen, wird durch die Wasseraufnahme 
um 20 und mehr Prozente gréfBer, ohne seine krystallinischen 
Eigenschaften zu verlieren! Auch lassen diese Krystalle sich 
farben. Ein solches Verhalten ist um so auffilliger, weil sonst 
Krystalle fiir undurchdringbar fiir andere Substanzen gelten. 
Interessant ist auch, dafi die Quellung nicht in allen Richtungen 
gleich stark ist, wie ja auch andere Eigenschaften, z. B. die 
Wirmeausdehnung, bei Krystallen von der Richtung abhiingig 
sind. Es hangt nimlich die Ausdehnung bei der Quellung in der 
gleichen Art von der Richtung ab, wie andere Eigenschaften. 
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Schimper’) fana z. B., daB regulare Krystalle nach allen 
Richtungen gleich stark aufquellen, wihrend hexagonale Krystalle 
in allen Richtungen senkrecht zur Hauptachsenrichtung die 
gleiche Ausdehnung, aber in der Richtung der Hauptachse eine 
andere (gréfere oder kleinere) Quellung aufweisen. 

Die Krystallwinkel konnen sich bei der Quellung erheblich 
aindern, was um so mehr auffallt, weil diese sonst charak- 
teristisch und relativ wenig verdanderlich sind. Es liegen hier 
also Tatsachen vor, die erheblich vom Gewohnlichen abweichen, 
und noch immer nicht gentigend erklirt werden kénnen. 

Aber noch aus einem anderen Grunde sind die quell- 
baren Krystalle interessant. Das Problem ist hier namlich in 
gewissem Sinne einfacher als bei amorphen Substanzen, da 
es hier nicht — wie sonst so oft — durch die Mdglichkeit 
eines mikroporésen Baues des quellenden Korpers getriibt wird. 
Manche quellbare Substanzen — wie z. B. Casein, Globuline, 
losliche Starke usw. — werden durch Fallen von Lésungen 
bereitet. Dabei scheiden sie sich oft zuerst als kleine, halb- 
feste Tropfchen oder Partikelchen ab, die dann zu immer 
groBeren Teilchen verkleben. Wenn diese Verklebung aber 
unvollstiindig bliebe, wiirde ein K6érper entstehen, der von 
zahllosen, déufberst feinen Kanélchen durchzogen sein wirde; 
diese kiénnten leicht so fein sein, daB sie auch bei mikro- 
skopischer Beobachtung unsichtbar waren. 

Bei den quellbaren Krystallen erscheint es nun so gut 
wie ausgeschlossen, dah sie aus kleinen Trépfchen mit da- 
zwischen liegenden Hohlréumen aufgebaut seien. Alle For- 
scher,?) die die quellbaren Krystalle krystallographisch studiert 

') Untersuch. iiber die Proteinkrystalle der Pflanzen, Diss. Straf- 
burg 1878; iiber die Krystalle eiweifartiger Substanzen, Zeitschr. fiir 


Krystallographie 1880. 

?) Siehe z. B. v Lang in Rollets Arbeit, Versuche und Beobach- 
tungen am Blut, Sitz. Ber. d. Wiener Akademie d. Wiss., Bd. 46, 2. Abt., 
S. 65—68 (1863); Schimper, l.c.; Maillard, La cristallisation des ma- 
tiéres albuminoides et les crystalloides protéiques de la micrographie, 
Revue génér, des sciences pures et appliquées, Bd. 15, S. 608—614 (1898) ; 
Wichmann, Uber die Krystallformen der Albumine, Diese Zeitschrift, 
Bd. 27, S. 575—593 (1899); Fr. N. Schulz, Die Krystallisation von 
Eiweifkérpern, Jena, Gustav Fischer. 
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haben, stimmen darin iiberein, daf diese ihrer Form und ihren 
optischen Eigenschaften nach als echte Krystalle zu betrachten 
sind. Es besteht daher kein Grund, sie fiir weniger homogen 
als andere Krystalle zu halten. 


Neue Versuche mit quellbaren Krystallen. 


Um die Frage beurteilen zu kénnen, wie das Quellungs- 
wasser in quellbaren Krystallen gebunden ist, schien es vor allem 
notwendig, neue Versuche anzustellen; denn die bis jetzt vor- 
liegenden reichen dazu nicht aus. In erster Linie kommt es dann 
in Betracht, zu bestimmen, wie die Wasserdampfspannung vom 
Quellungsgrade abhiingt: denn die Grdfe dieser Spannung bildet 
ein Ma fiir die Kraft, mit der das Wasser, je nach dem 
Quellungsgrade, festgehalten wird. Bei einigen quellbaren Kry- 
stallen habe ich darum die Form dieser Linie bestimmt. 

Solche Dampfspannungsbestimmungen wiirden bei mano- 
metrischer Ausfiihrung sehr komplizierte Versuche bilden ; 
sie kénnen aber auch nach der schénen Gay Lussac- 
van Bemmelenschen Methode!) sehr einfach ausgefiihrt 
werden und zwar in der Weise, dafi man Proben der Sub- 
stanzen in Exsikkatoren tiber Schwefelsiure-Wassergemischen 
von bekannter Dampfspannung stehen laBt bis zur Gewichts- 
konstanz, und dann ihre Wassergehalte bestimmt. Es ist dabei 
notwendig, die Exsikkatoren in einem Raum aufzubewahren, 
in dem moglichst geringe Temperaturschwankungen stattfinden, 
etwa in einem mit Filz ausgeschlagenem Kasten oder in einem 
speziell fiir thermochemische Untersuchungen eingerichteten 
Zimmer. Die Wasserdampfspannung wurde ausgedriickt als 
Fraktion (h) der Maximumspannung des reinen fliissigen Wassers 
bei derselben Temperatur, der Quellungsgrad (i) als Gewichts- 
teile Wasser pro ein Gramm trockener quellbarer Substanz. 

In erster Linie habe ich so reines Kohlenoxydhamoglobin 
aus Pferdeblut und aus Hundeblut untersucht, das ich nach 





') Uber die Entwickelung dieser Methode vergleiche: Gay Lussac 
in Biots Traité de Physique, II. T., S. 199—200 (1816); Regnault, Ann, 
de Chim. et de Phys., III. Serie, Bd. 15, S. 172—192 (1845); van Bem- 
melen, Zeitschr. f. anorgan. Chemie, Bd. 13, S. 233—356 (1897). 

1* 
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der von Prof. Pekelharing beschriebenen Methode') in seinem 
Laboratorium hergestellt hatte. Die untersuchte Substanz be- 
stand aus schénen rhombischen Krystillchen. Sie wurden 
zwischen zwei unglasierten Porzellanplatten abgepreft und 
dann in gewogenen glisernen Schilchen tiber Schwefelsiéure- 
wassergemische bekannter Dampfspannung gestellt, bis Gleich- 
gewicht eingetreten war. Immer wurde dafiir gesorgt, dab die 
Exsikkatoren geniigendes Kohlenoxydgas enthielten, um der 
Dissoziation der Verbindung vorzubeugen. Die in Gleichgewicht 
gekommenen Substanzen wurden spektroskopisch gepriift; sie 
enthielten keine Spur Methémoglobin. Die Einstellung des Gleich- 
gewichtes geschah in der ersten Woche im Eisschrank, spater 
bei Zimmertemperatur. Dann wurde bei 115° C. getrocknet, 
um in jeder dieser Proben den Wassergehalt zu ermitteln. 


So habe ich gefunden: 
————— EEE ee 





Kohlenoxydhimoglobin aus Pferdeblut Einstellung des Gleich- 

h | i gewichtes nach Tagen 
a 0,— << 
0,020 0,014 35 
0,048 0,020 33 
0,122 0,038 33 
0,208 0,063 33 
0,306 0,085 33 
0,420 0,101 33 
0,525 0,124 33 
0,620 0,140 33 
0,718 0,173 33 
0,793 0,221 33 
0,857 0,296 33 
0,915 0,390 33 
0,965 0,500 19 
1,000 0,720 ) 0.710 a 
0,700f ” — 








') Siehe Schuurmans Stekhoven, Onderzoekingen Physiolog. 
Laborat. Utrecht. 4. Reeks, I. S.67. Zuerst wurde nach der dort be- 
schriebenen Methode Oxyhimoglobin bereitet, dieses in méglichst wenig 
Eiswasser gelist und mit Kohlenoxydgas gesattigt. Dabei krystallisierte 
die Liésung oft spontan aus, da die Verbindung offenbar weniger léslich 
ist als Oxyhimoglobin. Dann wurde gegen Alkohol dialysiert in einem 
GefaiB, das reichlich Kohlenoxyd enthielt. 
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Kohlenoxydhimoglobin aus Hundeblut Einstellung des Gleich- 
h | i gewichtes nach Tagen 
Cine | — - 
0,020 | 0,015 33 
0,048 | 0,020 33 
0,122 | 0,049 33 
0,306 | 0,075 33 
0,525 | 0,120 38 
0.718 | 0,167 33 
0,857 | 0,257 33 
0,915 | 0,370 33 
0,965 | 0,583 19 
1,000 | 0,796 aie 





Die erste und zweite Figur der ausklappbaren Tafel «Quell- 
bare Krystalle» zeigt die Form der Abhingigkeit der Wasser- 
dampfspannung vom Wassergehalt. ~ 

Bei der Untersuchung von Oxyhiémoglobin aus Pferde- 
blut und aus Hundeblut wurden fast die gleichen Zahlen er- 
halten und die Kurven hatten einen ganz ihnlichen Verlauf. 
Doch sind diese Bestimmungen von dem Umstand: getriibt, 
da& bei der Einstellung des Gleichgewichtes iiber Schwefel- 
siiure-Wassergemischen regelmabig ein Teil der Substanz in 
Methimoglobin tibergeht.’) 

Alle diese Dampfspannungslinien haben einen kontinuier- 
lichen Verlauf, ganz verschieden von dem Verlauf bei :krystall- 
wasserhaltigen Salzen. Dort bleibt die Wasserdampfspannung 
bei zunehmendem Wassergehalt konstant bis alles .Salz in 
Hydrat iibergegangen ist. Nimmt die Substanz dann noch 
mehr Wasser auf, so bildet sich eventuell ein zweites Hydrat, 
die Dampfspannung nimmt sprungweise an GréBe zu und bleibt 
auf dieser Héhe konstant bis alles Salz in das zweite Hydrat 
umgesetzt ist; fhnliche Spriinge treten auf, wenn sich ein 





') Prof. C. A. Pekelharing verdanke ich den Rat, Kohlenoxyd- 
hamoglobin zu untersuchen, da dieser Kérper beim Austrocknen nicht 
in Methimoglobin tibergeht. 
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drittes oder ein viertes Hydrat bilden. Die Form der Dampf- 
spannungslinie bei Kupfersulfat') zeigt die folgende Figur: 
Grundverschieden 
ist nun der Verlauf 
der Dampf- 
spannungslinie beim 
Kohlenoxydhaimoglo- 
bin. Es treten keine 
solche Diskontinui- 
| titen auf, sondern 
die Dampfspannung 
nimmt stetig zu; und 
zwar fiangt die Linie 
mit einem fast hori- 
zontalen Stiick an, 
kehrt im Anfang die 
10+ konvexe Seite nach 
unten, erhalt einen 
Wendepunkt 
und kehrt bei noch 
groBerem Quellungsgrad die konkave Seite nach unten. Weiter 
habe ich den krystallinischen Eiweifkérper aus Kiirbissamen 
untersucht, ein Vitellin, das Dr. G. Griibler zuerst durch 
Ausziehen mit warmer Kochsalzl6sung und Abkiihlen her- 
gestellt hat.2) Ich konnte dabei eine kleine Menge der Substanz 
benutzen, die von Dr. Griibler selbst bereitet worden war. 
Sie bestand aus schién geformten oktaedrischen Krystillchen. 
Die Technik der Dampfspannungsbestimmungen bei dieser Sub- 
stanz und bei den weiter unten zu besprechenden Stoffen war 
etwas verschieden von der bei den Hiimoglobinen angewandten. 
Die Krystalle lagen hier némlich in lufttrockener Form vor. 
Sie wurden in diesem Zustande abgewogen und die Proben 
wurden entweder durch Trocknen tiber Schwefelsiéure oder 
durch Quellen in gesattigtem Wasserdampf vorbehandelt und 


Kuplersulta/. 


























Ren 
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') Zahlen bei van F. Hoff, Vorlesungen tiber theoretische und 
physikalische Chemie, I, 5. 54—55 (Braunschweig, Vieweg, 1898). 
2) Journ. f. prakt. Chem., Bd. 23, S. 97—137. 
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dann tiber die verschiedenen Schwefelsiure-W assergemische 
gestellt bis Gewichtskonstanz eingetreten war (bei Zimmer- 
temperatur). Dann wurde an einer Probe derselben lufttrockenen 
Substanz durch Trocknen in Vakuo tiber Schwefelséure bei 
110° C. der Wassergehalt des Ausgangsmaterials ermittelt. 
Ein Pfeil neben der Dampfspannungslinie gibt an, ob die Kin- 
stellung des Gleichgewichtes durch Wasseraufnahme oder -ab- 
gabe erreicht wurde. 

Bei dem krystallinischen Vitellin aus Kiirbissamen wurden 
folgende Zahlen erhalten; die Kurve ist auf der Tafel abge- 
bildet. Ihre Gestalt stimmt mit derjenigen der Kohlenoxyd- 


hamoglobinen tberein. 
TT E_________ iF 
Krystallisiertes Vitellin aus Kiirbissamen Einstellung des Gleich- 
h | i gewichtes nach Tagen 





we | Oi 
0,020 0,016 
0,048 0,026 
0,122 | 0,047 
0,306 | 0,079 
0,525 | 0,111 
0,718 | 0,132 
0,793 | 0,165 
0,857 | 0,191 
0,915 | 0,226 
0,965 | 0,27 

1,000 | + 0,55 





Als drittes Beispiel untersuchte ich die krystallinische 
Bence-Jonessche Albumose, die Frl. A. Grutterink und 
Frl. Weevers de Graaff!) aus pathologischem menschlichem 
Urin bereitet haben?). Die untersuchte Substanz wurde durch 
Auswaschen mit Wasser und Dekantieren so viel wie mdglich 
von anhaftendem Ammonsulfat befreit, dann durch mdglichst 





') Diese Zeitschrift, Bd. 34, S. 393—407. 

*) Die fiir die Untersuchung gebrauchte Substanz wurde mir von 
Fri. Grutterink freundlichst zur Verfiigung gestellt, wofiir ich ihr an 
dieser Stelle nochmals meinen verbindlichen Dank ausspreche. 
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kurzes Auswaschen mit Alkohol und Ather entwiissert. Sie 
bestand aus schénen prismatischen, vermutlich hexagonalen 
Krystillchen. Auch hier habe ich eine kontinuierliche, S-formige 
Kurve bekommen (siehe die Tafel). 

















Krystallinische Bence Jonessche Einstellung 
Albumose des Gleichgewichtes 
nach Tagen 
h | i 
O— 0718 | O— 0,174 — 30 
0,020 0793 | 0,017 0,204 60 23 
0,048 0,857 | 0,022 0,237 41 23 
0122 0,915 | 0,048 0,267 39 47 
0,306 0,963 | 0,092 0,395 40 47 
0.525 1,000 | 0427 +41,10 -— 


Weitere Untersuchungen betrafen das krystallisierende 
Amylodextrin, das ich in zwei, auf verschiedenen Wegen 
bereiteten Proben untersucht habe. Die erste war nach der 
Methode Nigelis') hergestellt worden; die Krystallen stimmten 
mit der Beschreibung, die dieser Forscher gibt, tiberein. Prof. 
H. P.Wiysman war so freundlich mir eine Probe dieser Sub- 
stanz zur Verfiigung zu stellen, die er nach Nagelis Vorschrift 
bereitet hatte. Die zweite Probe war nach Prof. Arthur Meyers 
Vorschrift?) hergestellt und wurde mir von diesem Forscher fiir 
die vorliegende Versuche freundlichst zur Verfiigung gestellt; 
sie enthielt noch eine Spur Dextrin, aber diese war zu klein, um 
die Form der Dampfspannungslinie merklich stéren zu kénnen.°) 

Die sechste und siebente Figur der Tafel gibt die Gestalt 
der Dampfspannungslinie, die bei diesem Polysaccharid erhalten 
wurde; sie ist wiederum kontinuierlich und S-férmig. 





1) Ann. d. Chem. und Pharm., Bd. 173, S. 218—227 (1874); fiir die 
Beschreibung der Krystallen, siehe besonders S, 223. Siehe auch Brown 
und Morris, Journ. Chem. Soc., Bd. 55, S. 449 (1889). 

*) Untersuchungen tiber die Stairkekérner, Gustav Fischer, Jena, 
1895, S. 31—82. 

3) Esist mir eine angenehme Pflicht, Prof. Wysman und Prof. Meyer 
fiir das Abtreten dieser Proben hier noch einmal meinen Dank auszusprechen. 
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ee Sees nach Einstellung des Gleich- 
h r ‘ gewichtes nach Tagen 

e~ | ~~ ve 

0,020 | 0,022 157 

0,048 | 0,044 150 

0,208 | 0,093 149 

| 0,420 | 0,118 148 

| 0,620 | 0,145 144 

0,793 | 0,169 142 

0,857 | 0,188 46 

0,915 | 0,203 43 

0,965 | 0,218 46 

bn _______ ETT 
Krystallinisches Amylodextrin nach Einstellung des Gleich- 
Arthur Meyer ; " 

h | i gewichtes nach Tagen 

oo e- _ 

0,020 0,018 77 

0,048 0,042 103 

0,208 0,094 85 

0,420 0,122 52 

0,620 0,151 70 

0,793 | 0,186 52 

0,915 | 0,216 47 

0,965 | 0,222 47 

1,000 | + 0,64 ae 


Endlich untersuchte ich die Wasserdampfspannungen vom 
krystallinischen Protagon. Dieses Lipoid war nach Lieb- 
reich!) aus Ochsengehirnen bereitet worden und bestand aus 
runden Aggregaten von Krystallnadeln. Es wurde durch kurzes 
Behandeln mit Alkohol und Ather entwiissert und dann zum 
Entfernen des Athers iiber Schwefelsiure getrocknet. Die Kurve 
ist wiederum eine kontinuierliche, und hat eine ahnliche S-foér- 
mige Gestalt wie die vorigen. (Siehe die Tafel.) 





1) Ann. d. Chemie und Pharm., Bd. 134, S. 29. 
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Krystallinisches Protagon Einstellung des Gleich- 
h | i gewichtes nach Tagen 

0,— | 0,— vm 

0,048 | 0,0155 176 

0,122 | 0,023 30 

0,306 | 0,037 31 

0,525 0,0485 60 

0,718 0,069 30 

0,857 | 0,103 30 

0,915 | 0,141 45 





Zusammenfassend kinnen wir feststellen: 

1. daf bei allen untersuchten quellbaren Krystallen die 
Wasserdampfspannung ohne Spriinge, nach einer kontinuierlichen 
Kurve vom Quellungsgrade abhingt; 

2. daB diese Kurven bei chemisch so _ verschiedenen 
K6rpern wie Eiweifstoffen, Polysacchariden und Lipoiden die 
gleiche S-formige Gestalt haben. 


Die quellbaren Krystalle aufgefabt als Mischkrystalle. 


Wie soll man ein solches Verhalten erklaren? 

Mitte des neunzehnten Jahrhunderts glaubte man all- 
gemein, Mischbarkeit komme nur im fliissigen und im gas- 
formigen Zustande vor, nicht aber im festen Aggregatszustande. 
Wenn eine Substanz sich krystallinisch abschied, betrachtete 
man es als sicher, sie sei entweder eine chemisch reine Sub- 
stanz, oder sie enthalte das Lésungsmittel in festen und ratio- 
nalen Verhialtnissen (etwas ein Molekiil «Krystallwasser» pro 
ein Molekiil «Substanz»). 

Mitscherlich war der erste, der durch Aufstellung des 
Begriffes «<isomorphe Gemische» annahm, Mischbarkeit konne 
auch im krystallinischen Zustande vorkommen. Seitdem hat 
durch die Untersuchungen von O. Lehmann, Retgers, van 
‘t Hoff, Bakhuis Roozeboom u. a. unsere Kenntnis der 
Mischkrystalle enorm zugenommen. Wir wissen jetzt, dah 
die Mischbarkeit im krystallinischen Zustande sehr oft vor- 
kommt und daf sie ahnlichen Gesetzen wie im fliissigen Zu- 
stande folgt. Und die Beispiele von Mischkrystallbildung sind 
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so zahlreich geworden, dafi man gezwungen wird, anzunehmen, 
das Verhalten «gewdhnlicher» Substanzen, wie Quarz, an- 


organischer Salzen, Metalle — die sich im festen Zustande 
meist nicht merklich mit Wasser mischen —, seien Fiille, wo 
die Mischbarkeit so klein ist, daB sie leicht der Beobachtung 
entgeht. 


Charakteristisch fiir einen Mischkrystall ist, da der Kry- 
stall eine gewisse Menge einer zweiten Substanz aufnehmen 
oder verlieren kann, ohne seine Homogenitit zu verlieren; 
und weiter, dafi die Eigenschaften (z. B. die Dampfspannung) 
kontinuierlich von der Zusammensetzung abhiingen. 

Wie man sieht, verhalten die quellbaren Krystalle sich 
ganz wie Mischkyrstalle; sie fallen sogar unter die Definition 
des Begriffes Mischkrystall. Kann diese Theorie auch die Quel- 
lung, das Groferwerden bei Wasseraufnahme, erkliren? Ret- 
gers!) zeigte schon 1889, daB bei Mischkrystallen das Volum 
des Gemisches bei erster Annaéherung der Summe der Volumina 
der Komponenten gleich ist. Angewandt auf den vorliegenden 
Fall besagt diese Regel, da’, wenn ein Krystall von einem 
Volum von einem Kubikzentimeter einen Kubikzentimeter 
Wasser aufnimmt — wie es z. B. bei der krystallinischen 
Bence Jonesschen Albumose vorkommt —, das Volum des 
Krystalles gleich zwei Kubikzentimeter wird. Und da der Kry- 
stall dabei homogen bleibt, ist es notwendig, dafi alle Liange- 
dimensionen bedeutend in Grodfe zunehmen. Das Groferwerden 
bei der Quellung wird daher von der Hypothese der Misch- 
krystallbildung in ungezwungener Weise erklirt. 

Auch die im Anfang dieser Studie erwihnten Eigentiim- 
lichkeiten der Quellung von Krystallen werden so leicht er- 
klarlich, so z. B. die Tatsache, daB der Krystall bei der Quel- 
lung seine krystallinische Eigenschaften beibehalt. Er geht ja 
in einen anderen Krystal! iiber, und zwar ganz kontinuierlich. 
Dieser andere Krystall hat auch andere Achsenverhiiltnisse 
und bei nicht reguliren Krystallen wird die Anderung in den 
verschiedenen Hauptrichtungen im allgemeinen nicht gleich 





1) Siehe Nernst, Theoretische Chemie, 7. Aufl. S. 118. 
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stark sein; es wird dann die Quellung in den verschiedenen 
Hauptrichtungen verschicden stark ausfallen (Schimper) und 
die Krystallwinkel werden sich bei der Quellung andern kénnen. 
Auch die Erklirung dieser so merkwiirdig scheinenden Tat- 
sachen gelingt daher ohne Schwierigkeit und ohne Einfiihrung 
von Hilfshypothesen. 

Man k6énnte aber einwenden: sind nun auch andere Sub- 
stanzen bekannt, z. B. auch mit weniger hohem Molekular- 
gewicht, die Mischkrystalle mit Wasser bilden? Die bekannten 
Beispiele der Mischkrystallbildung, die in den Lehrbiichern vor- 
kommen, beziehen sich ja auf andere Substanzen als Wasser. 
Dem ist zu entgegnen, dai nach der neueren Auffassung alle 
Substanzen im kristallisierten Zustande mehr oder weniger 
mischbar sind; also bei Wasser wird das nicht prinzipiell 
anders sein als bei andern Substanzen. Tatsichlich aber gibt 
es jetzt schon eine ganze Reihe von Beispielen von Misch- 
krystallen mit Wasser. Tammann!) fand 1896 die ersten 
Fille beim Magnesiumplatincyaniir und bei einer ganzen Gruppe 
von Silikaten, den sogenannten Zeolithen. LOwenstein?) fand 
1909 einige neue Beispiele: die neutralen Oxalate des Ceriums, 
des Thoriums, des Erbiums, des Lanthaniums, das Strychnin- 
sulfat und das basische Zirkonoxalat, Zr(C,0,),. 2 Zr(OH),. 
Ich selbst fand im Laufe meiner Untersuchungen tiber die 
Quellung 1907 neue Fiille beim Flavonolderivat Quercetin, und 
bei den davon abgeleiteten Glukosiden Sophorin und Quer- 
citrin, sowie beim Glucosid Apiin. Endlich fand ich vor kurzem, 
daf das in Himinkrystallen gebundene Wasser sich gieichfalls 
in fester Lésung im Krystallrest befindet. *) 

Auf der Tafel habe ich die Dampfspannungslinien von 
fiinf dieser Substanzen, dem Quercitrin, dem Zeolith Calcium- 
chabasit, dem Thoriumoxalat, dem basischen Zirkonoxalat und 
dem Hiimin (nach Moérner) abgebildet. Zum Vergleich sind 
auf der gleichen Tafel nochmals die Kurven der quellbaren 


') Wiedemanns Ann. N. F., Bd. 63, S.16—22; Zeitschrift fir 
physikal. Chemie, Bd. 27, S. 323—336. 

*) Zeitschr. f. anorgan. Chemie, Bd. 63, S. 69—139. 

°) Diese Zeitschr., Bd. 95, S. 16 (1915). 
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Krystalle abgebildet worden. Die Linien der beiden Gruppen 
stimmen nun tatsichlich bis in Einzelheiten tiberein: die Kurve 
ist S-formig, fiingt mit einem horizontalen Stiick an, kehrt die 
konvexe Seite nach unten, bekommt einen Wendepunkt und 
wendet bei noch gréfierem i die hohle Seite nach unten. Bei 
einigen Mischkrystallen ist das horizontale Anfangsstiick von der 
gleichen Gr6Senordnung wie bei quellbaren Krystallen, bei andern 
ist dieser Kurventeil erheblich linger. Wir kommen auf die ver- 
mutliche Bedeutung dieses Unterschiedes spater noch zuriick.') 

Besonders interessant ist das Verhalten des basischen 
Zirkonoxalates, das LOwenstein untersucht hat.?) Diese Sub- 
stanz besteht aus pyramidenartigen doppelbrechenden Krystallen, 
die Mischkrystalle mit Wasser sind; stellt man sie unter einer 
Glasglocke tiber eine 5°/oige Schwefelsiurelésung (h = 0,96), so 
absorbieren sie viel Wasser und quellen dabei bis zur 
doppelten Gréfe auf. Ein Krystall z. B. der — mit einer 
30°/oigen Schwefelsiurelésung (h = 0,75) im Gleichgewicht — 
17 Skalenteile lang war, hatte — nachdem er 3 Tage lang 
liber der 5°/oigen Lésung gestanden hatte — eine Linge von 
32 Skalenteilen. Ebenso wie Schimper es fiir die Eiweif- 
krystalle gefunden hatte, ist die Quellung auch hier eine gleich- 
missige, sodaf die Krystallform erhalten bleibt. Auch die 
Anderung der Konsistenz bei starker Wasseraufnahme ist in 
beiden Fiillen analog. LOwenstein fand, daf die Krystalle des 
basischen Zirkonoxalates weich, am Ende sogar fliefend wurden. 
Das gleiche fand ich bei Hamoglobinkrystallen und bei Vitellin- 
krystallen aus Hanfsamen; im Quellungsmaximum sind sie so 
weich, daf8 man sie durch Druck zwischen zwei Porzellan- 
platten zum zusammenfliefen bringen kann, wahrend sie im 
trockenen Zustande hart und spriéde sind und nicht flieBen. +) 





‘) Um Raum zu sparen bei der Reproduktion sind auf der Tafel 
die Linien fiir Calciumchabasit und Thoriumoxalat nur gezeichnet fiir 
Werte von i die gréfer als 0,20 sind. 


% L¢., & 387. 
5) Diese Tatsache ist auch interessant angesichts der Theorie der 


sogenannten fliissigen Krystalle; hier sehen wir, wie nicht-fliefende Kry- 
stalle durch Aufnahme eines zweiten Komponenten kontinuierlich in 


fliehende itibergehen. 
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Zusammenfassend sehen wir, dali zwischen quellbaren 
Krystallen und Mischkrystallen mit Wasser eine so groBe Ahn- 
lichkeit besteht, daS eine Grenze nicht gut zu ziehen ist. 
Nimmt ein Krystall eine zweite Komponente zu einem Misch- 
krystalle auf, so wird er dabei nach der Regel von Retgers 
in Gréfe zunehmen; ist die aufgenommene Menge klein, so 
entgeht diese Grdfenzunahme leicht der Aufmerksamkeit des 
Beobachters; ist die aufgenommene Menge grof, so gibt dieses 
«Aufquellen des Krystalles» der Erscheinung eben ihr typisches 
Gepriage. 

Die Quellbarkeit der Krystalle wird also durch die An- 
nahme, daB die Quellung auf der Bildung einer festen 
Lisung vom Wasser im quellbaren Korper beruht, 
ungezwungen und ohne Einfiihrung von Hilfshypothesen erklart. 

Micellen — oder besonderen Molekularbau der betreffen- 
den Krystalle — braucht man also nicht. Ftr die Theorie 
der Quellung im allgemeinen gibt dieses Ergebnis einen wich- 
tigen Fingerzeig. 


Ist es mOglich, Krystallwasser und Quellungswasser in 
quellbaren Krystallen voneinander zu unterscheiden? 


Bekanntlich haben Hoppe-Seyler, Hiifner, Otto u. a. 
geglaubt, die Menge des «Krystallwassers» in Hémoglobin- 
krystallen sei gegeben durch die Menge des Wassers, die bei 
lingerern Trocknen bei 0° C. in Vacuo tiber Schwefelsaure 
im Hamoglobin bleibt und beim Trocknen bei 115° C. ent- 
weicht. Griibler hat bei den Vitellinkrystallen aus Kirbis- 
samen eine ahnliche Annahme gemacht, indem er die Wasser- 
menge, die die Substanz beim Trocknen tiber Chlorcalcium 
bei Zimmertemperatur festhalt und die bei 110° C. entweicht, 
als Krystallwasser ansieht. Beide Annahmen kommen offenbar 
darauf hinaus, da das horizontale Anfangsstiick der Dampf- 
spannungslinie als «Krystallwasser> zum tbrigen Teil der 
Kurve in scharfen Gegensatz gestellt wird.) 


') Ubrigens ist zu bemerken, dafi bei meinen Versuchen die Linge 
des betreffenden Stiickes beim Hamoglobin kiirzer ausfallt, als nach den 
Angaben von Hoppe-Seyler, Hiifner, Otto u.a. 
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Dazu mochte ich folgendes bemerken: Es scheint auch 
mir wahrscheinlich, dai eine abnorm groBe Liinge des hori- 
zontalen Anfangsstiickes, wie etwa bei den Zeolithen und bei 
dem Thoriumoxalat, auf der Anwesenheit von Krystallwasser 
neben Lésungswasser beruht. Liegt niamlich der Fall vor, 
dafi das im festen Kérper geléste Wasser sich teilweise mit 
der festen Substanz zu Hydratmolekiilen verbindet, und hat 
diese Verbindung eine sehr niedrige Dissoziationsspannung, so 
muf die Dampfspannungslinie dieses Stoffes eben ein solches 
langeres Anfangsstiick aufweisen. Andererseits ware es nicht 
leicht, eine andere Erklirung fiir diese gréBere Lange zu finden. 
Aber daraus la8t sich noch nicht folgern, daB auch bei quell- 
baren Krystallen wie Haimoglobin und Vitellin, wo das _ be- 
treffende Anfangsstiick kurz ist, der horizontale Teil auf der 
Bildung von Hydratmolekiilen beruht. Bei allen amorphen quell- 
baren Korpern ist die Liinge die gleiche wie bei den quell- 
baren Krystallen, wie wir in einem folgenden Aufsatz sehen 
werden; und dort kann doch von «Krystallwasser» keine Rede 
sein. AufSerdem gibt die Thermodynamik der Quellung von der 
Anwesenheit eines kurzen horizontalen Anfangsstiicks eine andere 
Erklarung; dasselbe wird iiberall auftreten, wo die Wiirmeténung 
bei der Quellung eine gewisse anfingliche Gréfe besitzt.') 

Jedenfalls aber geht es nicht an, die beiden fliefend in- 
einander tibergehenden Teile einer selben kontinuierlichen Kurve 
so scharf zu trennen. Selbst wenn die Anwesenheit des hori- 
zontalen Teiles auf die Anwesenheit von Krystallwasser hin- 
deuten wiirde, so wiirde das noch nicht bedeuten, da& man 
die eine Wassermenge als Krystallwasser, die andere als 
Quellungswasser auffassen darf. 

Die Untersuchungen mit Hamoglobin wurden im Physio- 
logischen Laboratorium der Universitat Utrecht (Abteilung Prof. 
C. A. Pekelharing), die tibrigen Versuche im Chemischen 
Laboratorium der Universitat Amsterdam (Abteilung Prof. 
A. Smits) ausgefihrt. 





1) Fiir nahere Auskunft tiber diesen Punkt verweise ich auf 
meine ausfiihrliche Monographie iiber die Quellung, die in niachster Zeit 
bei Th. Steinkopff in Dresden erscheint. 








Uber die Bindung des von Haminkrystallen aufgenommenen 
Wassers. 
Von 
J. R. Katz, prakt. Arzt in Amsterdam. 


Mit zwei Figuren, 





(Der Redaktion zugegangen am 22, Mai 1915.) 


Es ist eine bekannte Tatsache, daf Haminkrystalle, die 
aus essigsaurer oder alkoholischer Lésung entstanden sind, 
ein oder mehrere Molekiile Eisessig, resp. Alkohol enthalten. 
Durch Trocknen bei 130—135° C. lassen sich diese Substanzen 
entfernen, und zwar ohne Verlust der Homogenitaét der Hamin- 
krystalle. Wird die so getrocknete Substanz in feuchte Luft 
gestellt, so nimmt sie eine gewisse Menge Wasser auf, wiederum 
ohne Verlust der Homogenitat. 

Ich habe nun einige Untersuchungen angestellt tiber die 
Art, in der das Wasser in den Hiaminkrystallen gebunden ist. 
Das Hémin habe ich in Prof. Pekelharings Laboratorium 
einmal nach der Vorschrift von Schalfejeff,!) aus essigsaurer 
Lisung, einmal nach K. A. H. Mérner?) aus alkoholischer 
Lésung bereitet. Die erstgenannte Substanz bestand aus stahl- 
blauen Krystallnadeln, die zweite aus feinen, braunen Krystall- 
nadeln. Die lufttrockenen Substanzen wurden bei 130° C. im 
Stickstoffstrom bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. 

Die so getrocknete Substanz wurde in einem kleinen 
Exsikkator iiber ein Schwefelséure-Wassergemisch bekannter 
Dampfspannung gestellt und dort bis zur Gewichtskonstanz 
gelassen. Dann wurde der Stoff iiber ein folgendes Schwefel- 
siiurewasser-Gemisch (héherer Dampfspannung) gebracht und 
gleichfalls bis zur Gewichtskonstanz dort belassen usw. So 
wurden die folgenden Zahlen und Kurven erhalten (h = 
Wasserdampfspannung als Fraktion der Maximumspannung des 
Wassers, i = die Wassermenge ausgedriickt als Gewichtsteile 
Wasser pro einem Gewichtsteil trockenen Himins): 


t) Modifiziert nach Nencki und Zaleski, Diese Zeitschr., Bd. 30, 


S. 389 (1901). 
*) Diese Zeitschr., Bd. 29, S. 187 (1900), Anm. 3. 
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———————————————————————————————————————————————— EE 
Haminkrystalle nach Schalfejeff Einstellung des Gleich- 
h | i gewichtes nach Tagen 
0,— 0,— — 
0,048 0,0006 15 
0,122 0,0015 30 
0,306 0,0030 10 
0,525 0,0045 35 
0,793 0,0083 20 
0,857 0,0112 20 
0,915 0,0147 20) 
Haminkrystalle nach Mérner Einstellung des Gleich- 
h | i gewichtes nach Tagen 
0,— 0,— —- 
| 0,048 0,0035 15 
0,122 0,0065 30 
0,306 0,0083 10 
0,525 0,0108 35 
0,793 0,017: 20 
0,857 0,0203 20 
0,915 0,0265 20 








Wie man sieht, hingen Wasserdampfspannung und Wasser- 
menge nach einer kontinuierlichen Kurve voneinander ab. Von 
Haemin nach Mirmer, Prlngen, wie bei yi, ayy Sthallejer? 

h echtem Krystall- es 

wasser, ist nichts zu > 

| sehen. Offenbar liegt 
auch hier ein Beispiel 
ad von Mischkrystallen 2%; 
mit Wasser vor, wie 
bei den Zeolithen, 
y dem Quercitrin, dem 

Got toe 003 basischen Zirkon- bir bee 
oxalat und anderen Stoffen. Auffallig ist, daB das horizontale 
Anfangsstiick so kurz ist. Irgend eine stirkere Bildung von 
chemisch gebundenem Wasser (Krystallwassermolekiilen) scheint 

hier nicht vorzuliegen. 
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Uber die Einwirkung von Brom auf Eiwei®kérper 
und Aminosauren. 


Von 


M. Siegfried und H. Reppin. 





(Aus der chemischen Abteilung des Physiologischen Institutes der Universitat Leipzig.) 
(Der Redaktion zugegangen am 17, Juni 1915.) 


Unseren Untersuchungen lag das Bestreben zugrunde, zu 
einem neuen Wege, den Gang der Hydrolyse von Protein- 
kérpern verfolgen zu kénnen, zu gelangen. Wir k6nnen dies 
bisher durch Bestimmung des Carbaminoquotienten,!) durch 
Formoltitrierung?) und durch Bestimmung des durch salpetrige 
Saiure abspaltbaren Stickstoffes.*) Alle diese Methoden lassen 
im grofen und ganzen das Auftreten von NH,-Gruppen bei 
der Hydrolyse wie bei der Spaltung von Peptidbindungen er- 
kennen. Im allgemeinen gehen die Resultate der Methode von 
Soerensen und Slyke parallel, mit einigen Unterschieden. 
So reagiert Sarkosin gegen Slyke nicht, wohl aber — im 
Gegensatz zu Loeb‘) — quantitativ nach Soerensen, wie 
der eine von uns mit Herrn Schunke festgestellt hat, und 
inzwischen von Clementi5) angegeben wurde. Die Methode 
von Siegfried la®t dadurch in oft sehr priégnanter Weise 
den Eintritt einer Spaltung sichtbar werden, daf bei der 
Bestimmung des Carbaminoquotienten ein Teil der Spaltungs- 
produkte als Calciumsalze der Carbaminoderivate im Kalk- 
niederschlag entfernt werden, sodaB der Quotient nur fiir einen 





') M. Siegfried und C, Neumann, Diese Zeitschrift, Bd. 54, 
S. 423 (1907). 

*) S. P. L. Soerensen, Biochem. Zeitschr., Bd. 7, S. 43 (1907). 

5) D. v. Slyke, Berl. Ber., Bd. 43, S. 3170 (1910). 

*) W. Loeb, Biochem. Zeitschr., Bd. 51, S. 116 (1913). 

*) Chem. Zentralblatt 1915, S. 1089. 
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Teil der Spaltungsprodukte erhalten wird, wodurch die Diffe- 
renzen der Werte zwischen nichtgespaltener und gespaltener 
Verbindung oft sehr groBe und damit leicht erkennbare werden.') 

Ein Bromverbrauch bei der Einwirkung von Brom auf 
EiweiBkorper und deren Spaltungsprodukte kann beruhen 1. auf 
Oxydation unter Bildung von Bromwasserstoff, 2. auf Brom- 
addition unter Sprengung von doppelten Bindungen, 3. auf 
Substitution von Brom. 

Fiir unseren Zweck kam es nicht darauf an, Bedingungen 
anzuwenden, unter denen etwa ein modglichst hoher Bromver- 
brauch zu erzielen ist, sondern solche, die sich gleichmabig 
genau bei den verschiedenen Bestimmungen einhalten lassen. 
Deshalb wurden die Bedingungen der Methode der Koppe- 
schaarschen Phenolbestimmung gewahlt. 


Methodisches. 


Die Bromidbromatlésung wurde teils, wie bei der Me- 
thode von Koppeschaar, von einer solchen Konzentration 
verwendet, dafi 50 ccm derselben 30 ccm "/10-Thiosulfatlésung 
entsprachen, teils, was vorzuziehen ist, von doppelter Kon- 
zentration. Das Volumen der Lésung der zu untersuchenden 
Substanz hat ungefahr 50 ccm zu betragen. Ist die Substanz 
schwer loslich, wie Glutaminséure, so lést man sie unter Zu- 
satz von etwas Salzséure und stumpft dann diese vor dem 
Hinzuftigen der Bromidbromatlésung méglichst mit Natron- 
lauge ab. Ein Zusatz von Ammoniak ist auf alle Fille zu ver- 
meiden. Die ‘Titration geschieht in farblosen, enghalsigen 
Flaschen mit gut eingeschliffenen Stopfen. Die Bromidbromat- 
losung, 50 ccm bezw. von der doppeltkonzentrierten 25 ccm, 
la8t man langsam, etwa 60 Tropfen in der Minute, ausfliefen, 
indem die Ausflufspitze der Biirette an den Flaschenhals 
angelegt wird, um ein Spritzen zu vermeiden. Nach Abspritzen 
des Halses gibt man aus einer Pipette 5 cem 25°/oige Salz- 
sdure dazu, setzt den Stopfen auf, schiittelt um und liéBt bei 
Zimmertemperatur in zerstreutem Tageslicht eine Viertelstunde 
stehen. Treten Fiillungen ein, schiittelt man ab und zu um. 


') Diese Zeitschrift, Bd. 84, S. 292 (1913). 


Q* 
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Um jeden Bromverlust zu vermeiden, verfaihrt man dann 
folgendermafen weiter: Durch Abkiihlen der verschlossenen 
Flasche an der Wasserleitung erzeugt man in der Flasche 
einen geringen Unterdruck, gieft von 10 ccm einer 12,5°/oigen 
Jodkaliumlésung etwas zwischen Flaschenhals und Stopfen und 
liiftet jetzt den Stopfen langsam, indem man gleichzeitig den 
Rest der Jodkaliumlésung nachflieBen laft. Auf diese Weise 
gelingt es, ohne dafi Bromdémpfe entweichen, die Jodkalium- 
ldsung in die Flasche zu bringen. Das Jodkalium ist vorher 
auf Abwesenheit von Kaliumjodat zu priifen. 

Zuriicktitriert wird mit ®/10 Natriumthiosulfat. 

Die Maffliissigkeiten wurden durch Phenolbestimmungen 
nach Koppeschaar kontrolliert. 

Bei der Titration mancher Substanzen, besonders von 
Gelatine, entstehen nach Jodkaliumzusatz klumpende Schmieren, 
die sich nicht titrieren lassen. Dieser Ubelstand lift sich 
durch Zusatz von 1 bis 2 Teeldffel Talkumpulver vor dem 
Zusatze der Salzsiure vermeiden. 


P N 
Der Quotient Br 


= gibt das Verhiltnis der Anzahl der 
Atome N in der untersuchten Substanz zu der Anzahl der 
Atome verbrauchten Broms an. Da ®/10-Lisung Thiosulfat 
einer "/10-Lésung Brom entspricht, so ist 

- . * 

Br = b—c 
wenn a die bei der Kjeldahlbestimmung gefundenen Anzahl 
Kubikzentimeter ®/10-Siéiure, b die Anzahl der Kubikzentimeter 
Thiosulfatlésung, welche der zugesetzten Menge Bromidbromat- 
lésung entspricht, ec die Anzahl der zuriicktitrierten Kubik- 
zentimeter Thiosulfat ist. 

Beispiel: Gelatine. 15 ccm der Lésung der Gelatine ent- 

sprachen 142,5 ccm "/10-Siéure nach Kjeldahl. Zugesetzt 
50 ecem Bromidbromatlésung = 30 cem ®/10-Thiosulfatlésung. 


Zuriicktitriert 9,0 ecm Thiosulfatlosung. 


Der Quotient 





Sn RE = 
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N _ 142,5 
Br ~—s 80—9 

Diese Berechnung gilt fiir Versuche mit Substanzen, 
bezw. Lésungen, deren Stickstoff bestimmt werden muf. Handelt 
es sich um Substanzen, deren N-Gehalt bekannt ist, wie um 
Aminosauren, so berechnet man entweder die der angewandten 
Menge Substanz entsprechende Anzahl Kubikzentimeter ®/10- 


Stickstoff und benutzt die obige Formel, oder man rechnet 
nach dieser: 

N Gew. d. Subst. i. Gramm X Zahl d.i. 1 Mol. enth. Atome N 
Br ~  Molekulargewicht d. Subst. X (b—c) * 0,0001 | 
wenn wieder b die Anzahl der Kubikzentimeter Thiosulfat- 
ldsung, welche der zugesetzten Menge Bromidbromatlésung 
entspricht, c die Anzahl der zuriicktitrierten Kubikzentimeter 
Thiosulfatlésung ist. 

Dieser Quotient ist aus rein praktischen Griinden gewahlt, 
weil der Stickstoff der Proteinkérper und seiner Spaltungs- 
produkte leicht genau zu bestimmen ist und bei den Protein- 
korpern wegen seines annahernd konstanten Gehaltes ein Mah 
fiir die Menge des Proteinkérpers abgibt. Selbstverstindlich 
soll er nicht ausdriicken, daf die Bromreaktion eine Reaktion 


der N-Gruppen ist. 


= 15,84. 





Untersuchung von Aminosauren. 
a) Aminosduren ohne ringférmigen Komplex. 


Bei folgenden untersuchten Aminoséuren wurde, wenn 
die Bromeinwirkung, entsprechend der Vorschrift ‘4/4 Stunde 
dauerte, der Quotient = oo gefunden, d. h. es wurde kein 
Brom verbraucht: Glykokoll, Sarkosin, Betain, dl-Alanin, 
dl-a-Aminovaleriansaéure, Leucin, Asparaginsdure, 
Glutaminsaure, Lysin, Arginin. 

Bei der Anwendung der Methode auf Gemische 
von Eiweifspaltung sind also diese Aminosduren ohne 
ringformige Komplexe ohne Einfluf auf den Verbrauch 


von Brom. 
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Bei lang andauernder Einwirkung von Brom auf die ge- 
nannten Aminosidiuren wird jedoch Brom verbraucht. So sank 
der Quotient nach 154tigiger Einwirkung beim Glykokoll und 
Alanin auf ungefihr 4 herab, bei der Glutaminsiure nach 
123 Tagen sogar auf 0,4, bei der Asparaginséure nach 
104 Tagen auf 0,7. 


b) Aminosduren mit ringformigem Komplex. 


Mehrere Untersuchungen!) haben sich mit dem Brom- 
bindungsvermégen von Tyrosin, Tryptophan und Histidin unter 
verschiedenen, aber von den unseren abweichenden Bedingungen 
beschiftigt. In der Regel ist da unter Zusatz von Alkalicar- 
bonaten oder kaustischen Alkalien gearbeitet worden.  Fiir 
unseren Zweck kam es nicht darauf an, maximalen Bromver- 
brauch zu erzielen, sondern festzustellen, wie grof der Brom- 
verbrauch unter den festgelegten Bedingungen ist. 

1. Phenylalanin. Kéufliche Priaparate verbrauchten 
relativ groBe Mengen Brom. Von uns wiederholt aus heifem 
Wasser umkrystallisiertes Phenylalanin band jedoch kein Brom. 


2. Phenylglykokoll. Die von Kahlbaum bezogenen 
Praparate verbrauchten auch nach den verschiedensten Reini- 
gungen durch Umkrystallisieren und Extraktion mit Ather groBe 
Mengen Brom. Auf 1 Molekiil Phenylglykokoll berechnet bis 


7 Atome Brom, so wurden erhalten fiir a = 0,24; 0,15; 0,23; 


0,14. Erst ein von uns synthetisch dargestelltes, vollig farb- 
loses Produkt, das sorgfallig gereinigt und wiederholt um- 
krystallisiert war (N gefunden 9,61 °/o ber. 9,27 °/o), verbrauchte 


kein Brom. = = 2. 


1) Wheeler und JamieSou, J. Am. Chem. Soc., Bd. 33, S. 325 
(1905), Brown and Millard, Journ. of the chem. Soc. Lond., 1906, S. 145, 
A. Oswald, Diese Zeitschrift, Bd. 58, S. 290 (1908) und Bd. 59, S. 320 
(1909), Neuberg und Popowski, Biochem. Zeitschr., Bd. 2, S. 357 (1906), 
H. Pauly, Berl. Ber., Bd. 43, S. 2243 (1910). 
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3. Tyrosin. Dieses Praparat hatten wir durch Hydrolyse 
aus Casein mit Salzsiure gewonnen, wiederholt mit Tierkohle 
aus heifem Wasser umkrystallisiert (N gef. 7,50 °/o und 7,60°/o 
anstatt ber. 7,74°/o). 0,5127 g tiber Schwefelsiure getrocknetes 
Tyrosin wurden unter Zusatz einiger Tropfen Salzsaure in 
Wasser gelost, auf 250 ccm aufgefiillt. 

a) zur Bestimmung wurden 15 ccm der Lésung genommen, 
Bromidbromatlésung: 50 cem (Titer 29,80). Thiosulfatlésung 


zuriicktitriert: 21,8 ccm = == O38. 


b) von derselben Tyrosinlédsung 25 ccm, 100 ccm Bromid- 
bromatlésung (Titer 29,80), 10 ccm 25 °/oige Salzsiiure, 20 ccm 
12,5°/oige Jodkaliumlésung. Zuriicktitriert: 46,1 ccm Thiosulfat. 
N 
— om Qad. 

Br 
c) 0,0539 g desselben Tyrosins, 50 ccm Bromidbromat- 


losung (Titer 30,00). Zuriicktitriert: 16,98 cem Thiosulfatl6sung 


N = 022: 
Br 

d) 0,0542 g Tyrosin, 50 ccm derselben Bromidbromat- 
losung. Zuriicktitriert: 16,57 cem Thiosulfat. as = 0,22. 


Man sieht also, daf der Quotient auch bei relativ grobem 
Bromiiberschusse (s. Best. 3) konstant 0,21—0,23 gefunden 
wird, d. h. es werden fiir 1 Molekiil Tyrosin beinahe 5 Atome 
Brom verbraucht. 

4, Tryptophan war von uns als farblose, stark glin- 
zende, leichte Schuppen genau nach der Vorschrift von Hopkins 
und Cole’) durch tryptische Verdauung von Casein gewonnen 
(N gef. 13,330, ber. 13,73 °/o). 

a) 0,0547 g Substanz, 50 ccm Bromidbromatlosung (Titer 


30,00). Zuriicktitriert: 9,25 cem Thiosulfat — 0,25. 


Br 
b) 0,0600 g Substanz, 50 cem Bromidbromatlésung (Titer 
Br 

1) Journ. of Physiol., Bd. 27, S. 418 (1901); Bd. 29, S. 451 (1903). 


30,00). Zuriicktitriert 18,2 ccm, a 0,27. 
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Das Tryptophan verbraucht also ca. 4 Atome Brom auf 
1 Atom N, also 8 fiir das Molekiil Tryptophan. 
5. Histidin aus Blut durch Hydrolyse mit Salzséure 


dargestellt. 
a) 0,2126 g Substanz, 50 ccm Bromitbromatlésung (Titer 


29,98); zuriicktitriert 0,35 ccm Natriumthiosulfatlésung = 1,39. 


b) 0,1029 g Substanz, 50 ccm Bromidbromatlésung; zuriick- 


titriert 14,15 ccm, al an 136. 
Br 


Das Histidin verbraucht also etwas mehr als 2 Atome Brom. 
Ferner wurde als Peptid Glycylglycin untersucht, das, 
wie zu erwarten, kein Brom band. 


Untersuchung von Proteinkorpern und intermediaren Spaltungs- 
produkten. 

Es kam uns darauf an, zu ermitteln, ob die ungespaltenen 
bezw. teilweise gespaltenen Proteinmolekiile mehr oder weniger 
Brom verbrauchten, als die Summe der Spaltungsprodukte. 
Den Tyrosinkomplex enthaltende Proteinkérper sollen nach 
Brown und Millard') unter anderen als den von uns ge- 
wihlten Bedingungen weniger Brom verbrauchen, als die 
Summe ihrer Spaltungsprodukte, weil Tyrosin in gebundenem 
Zustande kein Brom verbrauchen soll. Hierauf gehen wir weiter 
unten ein. Um unabhingig von diesem Faktor zu sein, unter- 
suchten wir zundchst Gelatine und ihre Spaltungsprodukte. 

Fiir alle Bestimmungen ausreichende Mengen Gelatine 
wurden in kleine Stiicke geschnitten und diese gut durchge- 
mischt. In den zu untersuchenden Lésungen wurde der Stick- 
stoff jedesmal nach Kjeldahl bestimmt. Zu allen Versuchen 
wurden die Lésungen der Gelatine bei genau 33° abpipettiert. 
Die Gelatinelésungen liefen sich ohne Schwierigkeit bromieren, 
zeigten hierbei weder Gelatinierung noch Fallung, sobald aber 
die Jodkaliumlésung zugegeben wurde, trat Triibung ein und 


1) J.H. Millard, Trans. Guinness. research Lab. 1903 I. part. 1; 


A. J. Brown und E. Th. Millard, Journ. of the chem. Soc. Lond. 1906 
S.1 


B 
45; J. M. Auld und Th. Duncan, ebenda 1913, S. 281. 
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es bildeten sich schwarze, zahe Klumpen, die an den Glas- 
wandungen klebten und der Einwirkung der Thiosulfatlésung 
nicht zugiénglich waren. Nach anderen vergeblichen Versuchen 
gelang es, in dem Zusatze von Talkum ein Mittel zu finden, 
die Klumpenbildung zu vermeiden (s. Methodisches). 


Gelatine. 


25 g Gelatine zu 250 ccm bei 33° gelést. Je 15 ccm 
dienten zu jedem der 6 Versuche. Angewandt 50 ccm Bromid- 
bromatlésung (Titer 30,00). Zuriicktitriert: 21,00; 21,00; 
21,10; 20,90; 21,05; 21,00 cem Thiosulfatlésung. 

Zur N-Bestimmung wurden 10 cem der Lésung auf 50 cem 
verdiinnt, je 5 ccm hiervon kjeldahlisiert; verbraucht im Mittel 


> im Mittel: 15,85. 


95 ecm 10S, — 
s Br 


Voéllig hydrolysierte Gelatine. 


1. 20g Gelatine mit 200 ccm 12,5°/ciger Salzsiure 

10 Stunden am RiickfluBSkiihler gekocht. Von der Lésung je 

15 cem zur Bromierung (unter Zusatz von Talkum), zur 

N-Bestimmung je 2 ccm verwendet. 50 ccm Bromidbromat- 

loésung (Titer 30), zuriicktitriert im Mittel von 2 Bestimmungen 

7,47 cem. 2 ccm erf. nach Kjeldahl i. M. 20,1 ecm /10 S., 
N 


Br — 20,15. 


2. 20 g Gelatine, 200 cem 12,5°%/oiger Salzsiure +- 3 g 
Zinnchloriir 10 Stunden gekocht. Zinn mit Schwefelwasserstoff 


entfernt usw. 
N 


Br = 21,77 i. M. 
3. Gelatine mit 25°/oiger Salzsiure 10 Stunden gekocht. 
N ; 
Br — 19,62 1. M. 
4. Wie 3, jedoch unter Zusatz von Zinnchlorir. 
N _ 90,58 i. M. 


Br 
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5. Wie 4. oi = 20,44 i. M. 
Br 
6. Gelatine mit 10°/oiger Schwefelsaéure 10 Std. gekocht. 
N “ ; 
Br — 20,32 1. M. 
7. Mit 25°/oiger Schwefelséure zersetzt. 
N 
Br ~~ 19,9 i. M. 


Diese Versuche zeigen eindeutig, dai Gelatine 
mehr Brom verbraucht als die Summe ihrer Spal- 
tungsprodukte. 

Die Differenz ist bedeutend. Wéahrend als Quotient fiir 
Gelatine im Mittel 15,85 gefunden wurde, betragt er im Mittel 
fiir die Summe der Spaltungsprodukte 20,4, ist also um rund 
29°/o grOBer als der erstere. Man muf hieraus schliefen, dah 
im Glutin Komplexe vorhanden sind, auf die Brom reagiert, 
die aber bei der Hydrolyse so verindert werden, dafb Brom 
nicht mehr reagiert. Es ist an ringformige Komplexe zu denken, 
die bei der Hydrolyse aufgespalten werden. Ein solcher Kom- 
plex, der bei der Hydrolyse durch Sauren zerstért wird, ist 
bei anderen Proteinkérpern bekannt, das Tryptophan, dieses 
fehlt jedoch im Glutin. 

Es ergibt sich die Aufgabe, nach solchen Komplexen zu 
suchen. In dieser Absicht haben wir zunichst ein Produkt 
der allméhlichen Hydrolyse des Glutins untersucht, ein mit 
Hilfe der Eisenmethode dargestelltes Trypsinglutinpepton. Das- 
selbe besaf direkt in 12,5°/oiger Salzsiure gelést den Quo- 
tienten 12,71 bezw. 12,88. Der Bromverbrauch ist also gréfer 
als bei dem Ausgangsmaterial, dem Glutin. Nach 10stiindigem 
Kochen dieser salzsauren Lésung war der Quotient auf 18,1 
gestiegen; die Differenz des Bromverbrauches der Summe der 
Spaltungsprodukte und des ungespaltenen Peptons ist also 
noch wesentlich gréBer als die Differenz des Bromverbrauches 
der Gelatine und ihrer Spaltungsprodukte. 

Dasselbe Gesetz wurde bei anderen Peptonen bezw. 
Albumosen bestitigt gefunden. Witte-Pepton gab fiir den 


: 
' 


ENR pia aca RAAE “AAAI SNE 











avsecenerimmannerenmennennentis 


F< a AS el DRI Ber te 


SB restog 


Rep Bence eer veesnr en casa LNA TEES 


prrcomoecaate 


penal ea. ea 


as eT car ame ot mere 








ijber die Einwirkung von Brom auf Eiweifkirper und Aminosiuren. 27 
Quotienten die Zahl 2,09 —2,24, fiir die Summe der Spaltungs- 
produkte 2,98. Ein Pepton, durch Pepsinverdauung von Blut 


hergestellt, lieferte = = 2,72, die Spaltungsprodukte 4,56; 


Trypsinfibrinpepton (Millon negativ) = = 2,96, die Spal- 
tungsprodukte 3,60. 

Das allmahliche Ansteigen des Quotienten wihrend der 
Hydrolyse zeigen folgende Versuche. 

Pepton, aus Blut durch Pepsinverdauung gewonnen, mit 
der Eisenmethode abgeschieden, lieferte bei der Zersetzung 
mit 12,5°/oiger Salzsiure 


Nach Tagen Br 
0 2,67 

2 2,96 

12 ; 3,42 

38 4,05 


Auch das tyrosinreiche Edestin verbraucht mehr Brom 
als die Summe der tryptischen Spaltungsprodukte. 

10 g Edestin wurden in 11 0,5°/oiger Natriumcarbonat- 
lésung gel6st, filtriert; ferner 0,5g Trypsin in 50ccm 0,5 °/oiger 
Natriumearbonatlésung gelést, beide L6ésungen getrennt auf 
40° gebracht, unter Zusatz einiger Tropen Chloroforms ver- 
mischt und sofort 50 ccm zur Bromierung, und je 20 ccm 
zur Kjeldahlbestimmung verwendet. 

Je 20 ccm der Lésung erford. nach Kjeldahl 21,4 und 
21,1 ccm ®/10-Saéiure. Zu den Bromierungen wurden je 50 ccm 
Bromidbromatlésung (Titer 30,00) verwendet. 














Dauer der Trypsinwirkung Umgesetztes Brom N 
in Stunden in ccm 2/10 Br 

0 16,46 3,20 

0,5 15,75 3,37 

24 14,85 3,58 

2x 24 14,86 3,57 

4X 24 14,51 3,66 

35 XK 24 14,00 3,70 
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Das Resultat, daB der Bromverbrauch auch bei tyrosin- 
haltigem Eiweif bei der Hydrolyse sinkt, ist auffallend, wenn 
man beriicksichtigt, daB die Arbeiten von J. H. Millard und 
E. Th. Millard und A. J. Brown (l.c.) darauf fuBen, daf 
Tyrosin in gebundener Form, wie im Eiweif, der Bromierung 
nicht zugiinglich ist, wohl aber in freiem Zustande. Die Be- 
stimmungen genannter Autoren, welche die Ermittelung der 
abgespaltenen Tyrosinmengen bezwecken, ergeben einen stei- 
genden Bromverbrauch wihrend der Verdauung. 

DaB in unseren Versuchen der Bromverbrauch wahrend 
der Verdauung sinkt, kann erklirt werden, indem man an- 
nimmt, daB die Féhigkeit der untersuchten Lésung, Brom 
umzusetzen, zwar durch die Abspaltung von Tyrosin steigt, 
aber durch eine durch Aufhebung bromverbrauchender Bin- 
dungen bedingte tiberwiegende Abnahme des Bromverbrauches 
im ganzen sinkt. 

Es ist tibrigens zu beriicksichtigen, dafB Brown und 
Millard unter ganz anderen Bedingungen als wir gearbeitet 
haben. Sie setzen tropfenweise eine Kaliumbromatlésung ("/s) 
zu der mit Kaliumbromidl6sung vermischten Untersuchungs- 
lésung hinzu, bis durch Tiipfeln mit Jodkaliumstarkelésung 
eben ein geringer Bromiiberschufi erkannt wird, wahrend 
nach unserem Verfahren auf die Substanz ein grofer Brom- 


iiberschuB einwirkt. 























Uber neue Indikan-Reaktionen. 
Von 


Adolf Jolles. 


(Aus dem Laboratorium von Dr. M. und Prof, Dr. Ad. Jolles in Wien.) 
(Der Redaktion zugegangen am 3. Juli 1915.) 


Im Anschlusse an meine Thymolmethode zum qualitativen 
und quantitativen Nachweis des Indikans im Harn’) habe ich 
untersucht, ob die gemeinsame Oxydation von indoxyl mit 
anderen aromatischen Hydroxylderivaten auch das Auftreten 
charakteristischer Farbstoffe —- sei es indigoider oder indo- 
lignoider Natur — zur Folge hat. 

Es wurden Versuche mit einer ganzen Reihe von Phenolen 
durchgefiihrt und es erwiesen sich namentlich Xylenol 1: 4:5, 
Xylenol 1:3:4, Xylenol 1:2:4, p-Bromthymol und 
a-Naphthol in dieser Beziehung als wirksam. p-Bromthy- 
mol, welches durch direkte Bromierung von Thymol nach der 
Methode von Plancher (G. 23. (2) 76) erhalten: wird, gibt 
einen Farbstoff, der dem aus Thymol erhiltlichen in Farbe 
und Verhalten gegen Salzsiure und Wasser iiberaus ihnelt 
und sich daher zum Nachweis von Indikan im Harne in gleicher 
Weise eignet. Bei Verwendung von a-Naphthol tritt eine 
auBerordentlich intensive Blaufirbung auf, die beim 
Schiitteln mit Wasser in Violett umschlagt; bei neuerlichem 
Salzsiurezusatz tritt die urspriingliche Blaufiirbung wieder auf. 

Zur Aufklarung dieser Reaktion, bei welcher die Bildung 
der beiden von Friedlander aus Isatinchlorid und a-Naphthol 
dargestellten isomeren Verbindungen des 2-Naphthalin-2-indol- 
indigo und des 4-Naphthalin-2-indolindolignons anzunehmen 
war, wurde in folgender Weise verfahren: 

Die wasserige Auskochung von 30 g Indoxylséure wurde 
bis zur vollstindigen Lésung des in der Kalte abgeschiedenen 
Indoxyls mit Eisessig versetzt; dann wurde eine Lésung von 
24,5 g a-Naphthol in Eisessig hinzugefiigt und die Mischung in 
liberschiissige Eisenchloridsalzséure (110 g Eisenchlorid und 
300 ccm konzentrierte Salzséure) eingetragen. 





') Diese Zeitschrift, Bd. 94, S. 79, 1915. 
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Das Ganze wurde hierauf in viel Wasser gegossen, das 
ausgefallene Koagulum abgesaugt, mit Wasser gewaschen und 
nach dem Trocknen zur Entfernung des tberschiissigen Naph- 
thols mit Petrolither behandelt. Hierauf wurde das so erhaltene 
Produkt zur Trennung der beiden isomeren KOrper so oft mit 
verdiinnter Sodalésung ausgekocht, bis nichts mehr in Lésung 
ging. Beim Ansduern der griin gefirbten Filtrate fiel eine rot- 
braune krystallisierte Substanz aus, die durch mehrmaliges 
Umkrystallisieren aus Eisessig rein erhalten werden konnte. 

Der sodaunlésliche Anteil des Reaktionsproduktes wurde 
nach der Reinigung von der anhaftenden Sodalésung getrocknet 
und einige Male aus Xylol umkrystallisiert. 

Beide Substanzen wiesen die von Bezdrik und Fried- 
lander!) angegebenen Eigenschaften auf und gaben folgende, 
innerhalb der zulissigen Fehlergrenzen mit den theoretischen 
Werten tibereinstimmende Analysenzahlen: 

I coerulignonartiger Stoff: 4-Naphthalin-2-indol-indolignon 
(sodaloslich): 

0,2865 g Substanz geben 0,1027 g H,O und 0,8290 g COQ,. 


0,2813 » > >» 11,6 ccm N bei 15°C. und 752 mm. 
Berechnet fiir C,,H,,NO,: Gefunden: 
79,12 % C, 78,92 Jo C. 
4,06 °/o H, 4,01 °/o H. 
5,13 %0 N, 4,88 °/o N. 


II indigoider Stoff: 2-Naphthalin 2-indol-Indigo (soda- 
unldéslich): 
0,3207 g Substanz geben 0,1196 g H,O und 0,9320 g CQ,. 


0.2535 » > > 10,4 ccm N bei 20° und 755 mm. 
Berechnet fiir C,,H,,NO,: Gefunden : 
79,12 °%o C, 79,26 °/o C. 
4,06 °/o H, 4,17°/o H. 
5,13 % N, 4,66 °jo N. 


Bei der Spaltung des sodaunldslichen Stoffes mit 10°/oiger 
Natronlauge wurden die zu erwartenden Spaltprodukte: An- 
thranilsiure und der mit Wasserdimpfen fliichtige a-Naphthol- 
aldehyd 1 : 2 (identifiziert durch den Schmelzpunkt 58—59°) 


nachgewiesen. 


1) Monatshefte fiir Chemie, Bd. 29, S. 375. 
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Die von Friedlander beispielsweise mit a-Naphthol aus- 
gefiihrte Kondensation, bei welcher 2 isomere Korper ent- 
stehen, laBt sich in einfacher Weise folgendermafen darstellen: 











H H 
C C 
VN O H ee. O 
HC C—CO | ° HC C—CO | H 
I | | | H C C | | | C OC 
beg 7 i |} if Jf ™ 
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\/\ZF | | Ni N/ } | 
C N || Cc N | 
H HC C CH H H HC CC CH 
Isatinchlorid Gc ¢ Cc C 
H H unter Wanderung H H 
(tautomere Form) 2-Naphthalin-2-indolindigo 
| (indigoider Farbstoff) 
O H O H 
C C Cc C 
H JN SS H /N SS 
C HC CG CH C HC C CH 
Fr | || | || | 
HC C—CO } | ye WE O00 ; | | 
i | | de HC CC CH | 1 | HC CC CH 
| —t ww i \/\4 
HG CG GC: Cc 6C HC CG C= Cc OC 
a ANT i he H 
Cc N ‘Hi 4H Cc N 
H rm H H 
Isatinchlorid a-Naphthol 4-Naphthalin-2-indolindolignon 


(andere tautomere Form) 
Ich vermutete bei meiner Reaktion eine analoge Bildung 
von 2 Isomeren: 


CH, 
H . H C,H, 
C € C 
an JS lin JS 
HC C—CO OC CH HC C—cO 0O:C CH 
| | oF | 
ee ee So se ea 
HC C CH, H,C CH HC CG C=C CH 
“sur: + The S/ \Z \4G 
GC Bi «a : ¢ Cc N C 
FD hun... , ae H H CH, 
CH, 
Indoxyl Thymol 2-Cymol-2-indolindigo 


tautomere Form tautomere Form 
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, C,H, C,H, 
H ° H . 

C C C C 
La 4N ON H/7\ 
HC C—CO HC €:0 HC C—CO C CO 
eee ee | 

HC Cc CH, H,C CH HC CG C==C CH 
S7 \Z7 + :\Z4 S/S \4 
GC N : 0 : C Cc N Cc 
2 ee. ce a H H CH, 
CH, 
Indoxyl Thymol 4-Cymol-2-indolindolignon 


tautomere Form 2. tautomere Form 


Die a-Naphtholprobe zeichnet sich ebenso wie meine 
Thymolprobe durch grofe Empfindlichkeit aus und gestattet 
noch 0,003 mg Indikan in 10 ccm Flissigkeit nachzuweisen. 
Beide Reaktionen sind somit ungleich empfindlicher als die 
Obermayersche Indikanprobe, was sich daraus erkliart, dab 
zur Bildung eines Molekiils jedes der genannten Farbstoffe 
nur ein Molekiil Indoxyl (bezw. indoxylschwefelsaures Kalium) 
erforderlich ist, wihrend zur Bildung eines Molekils Indigo 
deren zwei verbraucht werden. 

Fiir qualitative Zwecke kann die a-Naphtholprobe 
in gleicher Weise wie die Thymolprobe empfohlen werden 
und zwar am besten in folgender Ausfihrung: 


Qualitativer Nachweis von Indikan im Harn mittels 
a-Naphthol. 


Man versetzt 10 cem Harn mit 1 ccm einer 5°/oigen 
alkoholischen a-Naphtholl6sung und schiittelt um. Hierauf setzt 
man 10 ccm einer rauchenden Salzséure') (spez. Gew. 1,19) 
hinzu, welche 5 g Eisenchlorid pro Liter enthalt, schiittelt 
wiederholt sorgfaltig um und laBt ca. 1/4 Stunde stehen. Nach- 
her fiigt man 5 ccm Chloroform hinzu und extrahiert durch 
wiederholtes Schiitteln den Farbstoff, wobei sich das Chloro- 
form je nach dem Indikangehalte violett bis tiefblau farbt. 





‘) Bei Verwendung von gewohnlicher konzentrierter Salzsaure 
entsteht hingegen ein mehr oder weniger rot-violetter Farbstoff. Die 
intensive blaue Fiarbung diirfte jedenfalls auf die Bildung eines Chlor- 
hydrates zuriickzufiihren sein. 
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Fiir die quantitative Bestimmung von Indikan auf 
kolorimetrischem oder spektrophotometrischem Wege kann von 
den beiden Reaktionen nur die Uberfiihrung in 4-Cymol-2-indol- 
Indolignon verwendet werden. Die Reaktion mit a-Naphthol 
hingegen erscheint zu diesem Zwecke von vornherein als un- 
geeignet, da sie zur Bildung von zwei isomeren Stoffen fiihrt, 
deren Mengenverhiltnis offenbar von den iuferen Reaktions- 
bedingungen abhiingig ist. 

Der Gedanke, an Stelle von a-Naphthol ein im Handel 
erhiltliches Naphtholderivat zu verwenden, bei welchem in- 
folge Substitution des zur Hydroxylgruppe o- oder p-standigen 
H-Atoms nur ein Reaktionsprodukt entstehen kdnnte, fiihrte 
mich dazu, Indoxyl in der angegebenen Weise mit a-Naph- 
tholsulfosdure 1:4 (Nevile-Winthersche Siiure) zu kon- 
densieren. Obwohl auch hiebei ein Farbstoff erhalten wurde, 
nehme ich doch von der weiteren Verfolgung der diesbeziig- 
lichen Versuche Abstand, da der entstandene Farbstoff als 
Sulfoséure in stérkerem Grade wasserloslich ist, in Chloroform 
hingegen nur eine unzulangliche Léslichheit besitzt.?) 


') In analoger Weise diirften wohl auch andere aromatische Ver- 
bindungen von Phenolcharakter zur Farbstoffbildung mit Indikan be- 
fiihigt sein. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XCV. 3 








Uber das Urinporphyrin. ') 
I. Mitteilung. 
Von 


Hans Fischer. 


Mit einer Tafel in Lichtdruck. 


‘Aus dem physiologischen Institut der Universitat Miinchen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 2. Juli 1915.) 


Mulder zuerst und dann Hoppe-Seyler?) untersuchten 
die Einwirkung von konzentrierten Mineralséuren auf Blut und 
Haimin. Es wurde beobachtet, daB hierbei das Eisen aus dem 
Blutfarbstoff austritt und sich ein neuer Farbstoff, Hamato- 
porphyrin, bildet. Dieser Farbstoff unterschied sich in charak- 
teristischer Weise vom Himoglobin bezw. Haémin, indem er 
spektroskopisch ein ganz anderes Bild bot. In saurer Lésung 
waren drei Streifen zu konstatieren, waihrend in neutraler bezw. 
alkalischer L6sung vier Streifen auftraten. 

Hoppe-Seyler gelang es nicht, das Himatoporphyrin in 
krystallisiertem Zustand darzustellen, dies gelang erst Nencki.*) 
Durch Einwirkung von Eisessigbromwasserstoff erhielt er das 
Himatoporphyrin krystallisiert als salzsaures Salz und seine 
Zusammensetzung wurde zu C,,H,,N,0, festgestellt. Neuerdings 
ist es Willstatter und Max Fischer‘) gelungen, auch das 
freie Hiimatoporphyrin krystallisiert zu gewinnen. 

Von besonderem Interesse ist nun, daB Nencki und 
Zaleski®) aus Hiimin ein zweites Porphyrin in krystallisiertem 
Zustande darstellen konnten und zwar auf einem ganz anderen 
Weg, nimlich durch Reduktion mit Eisessigjodwasserstoff. 


1) Der wesentliche Inhalt dieser Mitteilung wurde am 9. Juni vor 
der chemischen Gesellschaft in Miinchen vorgetragen. 

*) Hoppe-Seyler, Med.-chem. Untersuchungen. 

*) Nencki und Sieber, Arch. fiir exper. Pathol., Bd. 24, S. 430. 

‘) R.Willstatter und Max Fischer, Diese Zeitschr., Bd.87, S. 423. 

°) Nencki und Zaleski, Diese Zeitschr., Bd. 30, S. 384. 
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Auch hierbei tritt Eisenabspaltung ein, aufBerdem Wasserstoff- 
anlagerung und es entsteht das Mesoporphyrin von der Zu- 
sammensetzung C,,H,.N,0,. Dieses Porphyrin ist also um zwei 
Sauerstoffatome frmer wie Hamatoporphyrin, kann also als 
dessen Reduktionsprodukt aufgefaBt werden und entsteht auch 
in der Tat, wie Zaleski!) zeigte, aus Himatoporphyrin durch 
Behandlung mit Eisessigjodwasserstoff. 

In den Spektralerscheinungen sind die beiden Porphyrine 
nahezu identisch, niéhere Angaben hiertiber findet man bei 
O. Schumm.?) 

Ein besonderes Interesse, diese Porphyrine nun zu 
studieren, ist dadurch gegeben, dafi im Organismus des Menschen 
und niederer Tiere gelegentlich ein Farbstoff auftritt, der in 
seinen spektroskopischen Eigenschaften mit den eben erwihnten 
Porphyrinen iibereinstimmt.*) Es ist von jeher angenommen 
worden, dal} dieses Porphyrin Haimatoporphyrin ist, ohne dab 
ein zwingender Grund hierfiir vorlige. 

Normalerweise kommt das Porphyrin im Harn nur in 
Spuren vor. Pathologisch tritt es in gréBerer Menge auf, be- 
sonders bei Fieber, sowie nach Sulfonal und Trionalvergiftung. 
In besonders grofer Menge findet man es bei der Himato- 
porphyrinurie, einer Krankheit, die neuerdings eingehend von 
H. Giinther studiert worden ist. Uber die Symptome, den 
Krankheitsverlauf und allgemein tiber das Vorkommen des Por- 
phyrins bei Mensch und Tier siehe H. Giinther, Dtsch. Arch. 
f. klin. Med. 105, Seite 89. 

Von besonderem Interesse ist ein Symptom bei der 
«Hamatoporphyrinurie» des Menschen, und das ist das der Licht- 
empfindlichkeit, das tibrigens nicht immer vorhanden ist. 

Tappeiner und Raab‘) fanden, dafi manche Farbstoffe 
optische Sensibilisatoren sind. Fiigt man z. B. eine Lésung 
von Eosin zu einer Paramicienkultur zu und setzt die eine 





") Zaleski, Diese Zeitschr., Bd. 37, S. 54. 
*) O. Schumm, Diese Zeitschr., Bd. 90, S. 1. 
3) Siehe besonders Salkowski, Diese Zeitschr., Bd. 15, S. 286. 
*) Siehe Tappeiner, H. v. und H. Jodlbauer, Gesammelte Unter- 
suchungen iiber die photodynamische Erscheinung. Leipzig 1907. 
3* 
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Halfte der Kultur dem strahlenden Licht aus, wahrend der 
Rest im Dunkeln gehalten wird, so beobachtet man, daf die 
belichteten Tierchen alsbald zugrunde gehen, wahrend die 
Dunkelkontrollen am Leben bleiben. Auf diese Versuche stiitzte 
sich W. Hausmann,’) als er zeigen konnte, daB Nenckis 
Haimatoporphyrin ein ausgezeichneter optischer Sensibilisator 
ist. Hausmann spritzte weifen Maéusen Haimatoporphyrin sub- 
cutan ein und fand, da die belichteten Tiere alsbald zugrunde 
gingen, wahrend die Dunkeltiere keinerlei Erscheinungen zeigten. 
Auch diese Beobachtung wurde in dem Sinne verwertet, da’ 
das in der Natur vorkommende Porphyrin Héimatoporphyrin sei. 

Ich hatte nun gelegentlich eines Vorlesungsversuches von 
Prof. Neubauer, Miinchen, beobachten kénnen, wie schwere 
Erscheinungen Himatoporphyrin bei belichteten weiBen Méusen 
macht und mir fiel der Unterschied auf zwischen Tier und 
Mensch, indem bei letzterem bei der Haématoporphyrinurie in 
verschiedenen Fallen keinerlei Lichterscheinungen beobachtet 
worden sind. Gelegentlich meiner Probevorlesung machte ich 
ausdriicklich darauf aufmerksam, daf bis jetzt kein Anhalts- 
punkt gegeben sei dafiir, welches Porphyrin im Urin vorhanden 
ist. Bei einem Fall von Gelbsucht gab ich Haématoporphyrin 
per os, ohne Lichterscheinungen beobachten zu kénnen, sub- 
kutan wagte ich den Versuch nicht auszufihren. 

Mit Meyer-Betz, Bartholomdus und Rése?) nahm ich 
dann in Ermangelung eines Porphyrinpatienten die differenzial- 
diagnostische Untersuchung von Hamatoporphyrin und Meso- 
porphyrin auch in bezug auf Lichterkrankung auf. 

Wir konnten zunichst einen groBen Unterschied in bezug 
auf Sensibilisierung von Tieren zwischen Himatoporphyrin und 
Mesoporphyrin feststellen. Wahrend Hamatoporphyrin schon 
in geringen Dosen bei kurzer Belichtung regelmafig zu schweren 
Krankheitserscheinungen und baldigem Tode fiihrte, waren beim 
Mesoporphyrin die Erscheinungen viel milder. Nur in wenigen 


‘) W. Hausmann, Biochem. Ztschr., Bd. 30, S. 276. 

*) H. Fischer und F. Meyer-Betz, Diese Zeitschr., Bd. 82, S. 96. 
H. Fischer und E. Bartholomaus und H. Rése, Diese Zeitschrift, 
Bd. 84, S. 262. H. Fischer und H. Rése, Diese Zeitschr., Bd, 88, S. 9. 
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Fillen trat eine Sensibilisation ein mit Krankheitserscheinungen, 
wahrend viele Tiere vollig gesund blieben. Es war also das 
Mesoporphyrin in dieser Richtung dem Urinporphyrin viel ahn- 
licher wie Hamatoporphyrin. 

Alle diese Versuche waren bis jetzt nur bei Tieren aus- 
gefiihrt und es war wohl von grofem Interesse, ob Hamato- 
porphyrin imstande sei, auch beim Menschen schwere Licht- 
erscheinungen hervorzurufen. Mein damaliger Mitarbeiter, 
Friedrich Meyer-Betz, unternahm, trotz dringender Warnung 
meinerseits, einen kiihnen Selbstversuch. Er lieB sich 0,2 g 
Hamatoporphyrin intravenés einspritzen und wurde trotz nur 
10 Minuten langer Belichtung durch die Sonne schwer sensi- 
bilisiert. Na&ahere Angaben hieriiber findet man Dtsch. Arch. f. 
klin. Med. 112, S. 486. 

So war bewiesen, dafB Hamatoporphyrin Nencki auch 
den Menschen lichtkrank machen kann, aber fiir die vorliegende 
Frage, welches Porphyrin das im Urin vorkommende sei, war 
keine Entscheidung getroffen. Die Reindarstellung des Por- 
phyrins aus Urin mufite unbedingt erfolgen. 

Nun ist von Giinther, Dtsch. Arch. f. klin. Med., Bd. 105, 
S. 130, eine ausgepragte Hamatoporphyrinurie, beobachtet in 
der Poliklinik zu Bonn, beschrieben; klinisch ist der Patient 
genau untersucht, es handelt sich um einen Fall von «Hamato- 
porphyria congenita», wie der Autor diese Erkrankung be- 
zeichnet. Spektroskopisch stellte Giinther die absolute Uber- 
einstimmung des im Urin enthaltenden Porphyrins mit Himato- 
porphyrin fest und neuerdings wiederum O. Schumm!) in 
Hamburg. Ich wandte mich nun an Herrn Prof. Krause, 
Direktor der Poliklinik in Bonn mit der Bitte um Uberlassung des 
Urins, und Herr Prof. Krause stellte mir in liebenswiirdigster 
Weise saémtlichen Urin des Patienten zur Verfiigung. Ich méchte 
nicht verfehlen, auch an dieser Stelle Herrn Prof. Krause 
meinen ergebensten Dank auszusprechen. 

Zunichst handelte es sich darum, das Porphyrin zur Ab- 
scheidung zu bringen. Methoden zur Abscheidung des Farb- 





1) Festschrift des Eppendorfer Krankenhauses zum 2d)ahrigen 
Jubilium. Leipzig 1914. S. 198. 
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stoffes aus Harn sind zahlreiche angegeben. Alle beruhen 
mehr oder weniger auf der Erzeugung von Niederschlagen im 
Urin, die den Farbstoff mitreiBen. Ich nenne die Methoden von 
Garrod,'!) Salkowski?) und Nebelthau.*) Eine besondere 
Beachtung verdiente eine Arbeit von O. Hammarsten,‘) der 
aus Sulfonalharn das Porphyrin in krystallisiertem Zu- 
stand isoliert hat. Hammarsten fillte den Harn mit Baryum- 
acetat und extrahierte den entstandenen Barytniederschlag mit 
Alkohol, der mit Schwefelséiure oder Salzsiure zu 5°/o ver- 
setzt war. Die sauren Extrakte wurden mit Chloroform ver- 
mischt und mit Wasser entmischt. Der grofte Teil des Farbstoffs 
blieb im Chloroform, das verdunstet wurde. Nachdem durch 
kalten Alkohol Verunreinigungen entfernt waren, krystallisierte 
der Riickstand aus heifem Alkohol in kleinen Nadeln. Fiir 
eine Analyse oder Schmelzpunkt reichte die erhaltene Menge 
nicht aus, jedoch konnte Hammarsten bei einer vergleichenden 
Untersuchung mit Nenckis Hamatoporphyrin deutliche Unter- 
schiede in bezug auf die Léslichkeitsbedingungen feststellen. 
Trotzdem gibt Hammarsten noch in der siebten Auflage 
seines Lehrbuches 1910 an, dai er Hiéimatoporphyrin in 
reinem krystallisiertem Zustande aus Sulfonalharn isoliert habe. 
In der neuesten Auflage 1914, S. 751, ist allerdings nicht mehr 
ausschlieBlich von Hiimatoporphyrin die Rede, sondern (offenbar 
veranlafbt durch meine Einwiénde) von einem Porphyrin, welches 
man als Hamatoporphyrin angesehen hat, wahrend Abder- 
halden (in seinem Lehrbuche 8. 707) noch 1914 Urinporphyrin 
und Hiématoporphvyrin fiir identisch ansieht. 

Das Hammarstensche Porphyrin ist nun in Chloroform 
leicht léslich, dagegen in verdiinntem Alkali unléslich, wonach 
mir eine Identitét mit Nenckis Himatoporphyrin ausgeschlossen 
schien, vorausgesetzt, daB das Urinporphyrin nicht unter dem 
EinfluB der chemischen Behandlung erst das von Hamatopor- 
phyrin Nencki abweichende Verhalten angenommen hat. In- 





t) JI. of Physiol., 1892, Bd. 13, S. 598. 
2) Diese Zeitschrift, Bd. 15, S. 286 (1891). 
3) Diese Zeitschrift, Bd. 27, S. 324 (1899). 
*) Skand. Arch. Physiol., Bd. 3, S. 319 (1892). 
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dessen kommt Hammarsten zu der Erkenntnis, da dies nicht 
der Fall sei, eine Auffassung, die neuerdings von 0.Schumm!) 
auf Grund eigener Beobachtungen bestatigt wird. Hierauf werde 
ich spiéter zurickkommen. 

Das niichstliegendste war, das Porphyrin mit Hilfe von 
Losungsmitteln aus Urin zu extrahieren. Die Angaben der 
Autoren?) tiber diesen Punkt schwanken stark. Ich konnte 
feststellen, dai das Urinporphyrin, vorausgesetzt, daB der Urin 
unzersetzt ist, auch nicht in Spuren in den gebriuchlichen 
Lisungsmitteln (Chloroform, Ather, Benzol, Toluol, Essigiither) 
léslich ist; selbstverstaéndlich war vorher mit Essigsiiure an- 
gesiuert. Schon durch diesen einfachen Versuch war eine 
Identitat mit den bis jetzt bekannten Porphyrinen ausgeschlossen. 
Diese fiirben siimtlich, in essigsaurer Lisung, mit Ather be- 
handelt, diesen mehr oder weniger stark an. 

Hiernach wandte ich mich den Fillungsmethoden zu. Ich 
konnte feststellen, dafi sobald man nur einen Niederschlag im 
Urin erzeugt, dieser dann den Farbstoff in der Hauptsache mit- 
reiBt, ein Teil aber bleibt in L6sung. Am besten ist es, zu- 
nachst den Farbstoff mit Essigsiéiure zu fallen, wie dies schon 
Nebelthau vor mir getan hat. Indessen gibt O. Schumm an, 
dafi diese Methode im Falle Giinther und in einem anderen 
Falle von Haimatoporphyrinurie versagt*) habe. Das Experiment 
entschied aber, dafi der Farbstoff glatt und nahezu vollkommen 
ausfallt, wenn man nur gentigend Essigsiiure zusetzt. Ist der 
Urin in ammoniakalischer Gérung, so sind relativ sehr groBe 
Mengen von Eisessig notig, ca. 20 ccm pro Liter. Hierbei fiilt 
ein Teil der Harnsaéure mit, wie auch schon Nebelthau be- 
obachtet hat. Dieser Autor liste dann sein Priparat, das er 
durch Auszentrifugieren gesammelt hatte, in Natronlauge und 
fallte mit Essigséure. Denselben Prozef wiederholte er noch 





') Le. S. 199. 

?) Die sehr umfangreiche Literatur tiber die Darstellungsmethoden 
und Eigenschaften des <Urinhimatoporphyrins> findet man in Neubauer- 
Huppert, Analyse des Harns, S. 1319—1343 ff., Wiesbaden 1913; ferner 
bei Neuberg, Der Harn, S. 932 ff. 

*) lc. S. 201. 
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einmal und unterwarf sein Praparat dann der Elementaranalyse. 
Er fand bei vier Bestimmungen zwischen 9,5°/o und 10°/o 
Stickstoff und 3,2°/o Asche im Mittel. 

Die Asche enthielt Phosphorséiure, Calcium und Eisen. 
Von letzterem 0,37 °/o fiir den Farbstoff. 

Kohlenwasserstoffbestimmungen hat Nebelthau nicht 
ausgefiihrt. 

Auch ich schied den Farbstoff durch Essigséure aus dem 
Urin ab, und léste ihn nach dem Absaugen in Natronlauge 
und fallte wieder mit Essigsiure. Aschefrei konnte ich ihn 
so nicht erhalten. 1°/o Asche war noch vorhanden, jedoch 
kein Eisen. Bei der Analyse erhielt ich folgende Zahlen: 

=: 66,76 = G63i OF = @,7. 

Der Stickstoffgehalt stimmte also mit den Praparaten 
Nebelthaus tiberein. AuSerdem enthalt das Produkt Schwefel. 
Auf diesen Befund wird weiter unten naher einzugehen sein. 
Alle Bemiihungen, den Farbstoff krystallisiert zu erhalten, 
scheiterten, offenbar deshalb, weil ich kein Lésungsmittel fiir 
ihn fand. Besonders auffallend war der niedrige Kohlenstoff- 
gehalt im Verhialtnis zum Stickstoffgehalt, und es lag der Ver- 
dacht nahe, dai das Praéparat noch Harnsaure enthielt. Ich 
versuchte daher, den Farbstoff zu verestern, da anzunehmen 
war, dafi der Ester wohl bessere Loslichkeitsbedingungen 
besibe. Das Experiment bestiatigte durchaus diese Erwartung 
und ich erhielt den Methylester (Abbild. III) in schén kry- 
stallisiertem Zustand, aschefrei. 

Der Methylester des Urinporphyrins besitzt die Zusammen- 
setzung 

C,,H,,N,0,,. Molekulargewicht 944,49. 

Elementaranalyse und Molekulargewichtsbestimmung be- 
statigen die Zusammensetzung. Der Methylester schmilzt scharf 
bei 295°. 

Ebenso gelang es mir, denschén krystallisierten Athyl- 
ester (Abbild. II) vom Schmelzpunkt 220° zu gewinnen. Nach 
den Elementaranalysen und der Molekulargewichtsbestimmung 
besitzt dieser die Zusammensetzung : 

C;;H,.N,0,,- Molkulargewicht 1042,60. 
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Die Differenz in der Anzahl der Kohlenstoffatome zwischen 
Methyl- und Athylester betrigt 7, und es folgt hieraus, daf 
bei der Veresterung in das freie Porphyrin 7 Methyl- bezw. 
7 Athylgruppen eingetreten sind, ein Resultat, das auch durch 
die direkten Bestimmungen der Methoxy- bezw. Athoxygruppen 
erhartet wurde. Fiir das freie Porphyrin berechnet sich 
hiernach die Formel: 

C,,H,,.N,0,,. Molekulargewicht 844,4. 

Die Analysenzahlen des freien Porphyrins stehen hiermit 
im Einklang. Das freie Porphyrin erhaélt man aus den Estern 
durch Verseifung auf saurem oder alkalischem Wege, es kry- 
stallisiert schon (Abbild. I). 

Der Methylester wurde weiterhin charakterisiert durch 
ein sch6n krystallisierendes Kupfersalz von der Zusammen- 
setzung: 

C,3H;4N,0,,Cu 
und ein sch6én krystallisierendes Eisensalz (Abbild. IV) von der 
Zusammensetzung : 
C,3H;,N,0,,FeCl. 

Letzteres ist auch in spektroskopischer Beziehung dem 
Hamin sehr ahnlich. Was das wesentliche ist, ist das, daB sowohl 
durch die Einfiihrung des Kupfers wie des Eisens eine totale 
Veranderung der Absorptionserscheinungen bei der 
Betrachtung im Spektroskop erfolgt, woraus zu schlieBen ist, 
daB die Metalle komplex gebunden sind. Dies geht auch daraus 
hervor, daB die Metalle mit den tiblichen Reagenzien nicht nach- 
weisbar sind. 

Die bisher gewonnenen analytischen Daten be- 
weisen einwandfrei, daf das Urinporphyrin weder Hi- 
mato-noch Mesoporphyrinist, und beweisen die von mir 
von Anfang an vertretene Anschauung, daB einiiberein- 
stimmender spektroskopischer Befund keineswegs be- 
weisend ist fiir das Vorliegen eines bestimmten 
Koérpers, vielmehr ist zur Identifizierung die Elemen- 
taranalyse unbedingt zu verlangen. 

Was nun die Konstitution des Urinporphyrins anlangt, 
so ist es naheliegend an eine Paarung zu denken, mit Glukuron- 
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siure z. B., die besonders den hohen Sauerstoffgehalt er- 
kliren wiirde. Die experimentellen Ergebnisse sprechen gegen 
eine derartige Auffassung. Eine Ablenkung des polarisierten 
Lichtes konnte ich nicht konstatieren, ebensowenig war 
durch Erhitzen mit Eisessigbromwasserstoff und konzentrierter 
Salzsiure bis auf 200° im zugeschmolzenen Rohr eine Spaltung 
erzielen. 

Nach der Art der Darstellung der Ester (mit Hilfe von 
Alkohol und Salzsiiure) ist ein grofer Teil des Sauerstoffs in 
Form von Carboxylgruppen vorhanden. Man kime auf 7 Carb- 
oxylgruppen = 14 Atomen Sauerstoff. Dann blieben noch 
2 Atome Sauerstoff tibrig, die als Hydroxylgruppen vorhanden 
sein kinnten. Hieriiber miissen weitere Versuche Auskunft geben. 
Gegen das Vorhandensein von Carboxylgruppen im Urinporphyrin 
spricht das Verhalten gegen Natriumbicarbonatlésung; denn 
das freie Porphyrin lést sich zwar in Bicarbonat glatt, aber 
ohne sichtbare Kohlenséiureentwicklung, aber auch Mesobili- 
rubinogen, das nach der Titration zwei Carboxylgruppen ent- 
hilt, treibt keine Kohlensiiure aus Bicarbonat aus, ebenso die 
Aminosauren und die leichte Verseifbarkeit des Esters spricht 
entschieden fiir Carboxylgruppen. 

Um einen weiteren Einblick in die Konstitution zu ge- 
winnen, besonders dariiber, ob iiberhaupt ein Pyrrolfarbstoff 
vorliegt, habe ich die totale Reduktion des Urinporphyrins | 
ausgefiihrt. 

An kleinen Proben ist mit dem Urinporphyrin schon von vielen 
Autoren gezeigt worden, dafi es beim trockenen Erhitzen iiber freier 
Flamme Dampfe entwickelt, die den Fichtenspahn réten, was als ein 
Zeichen dafiir, daf, das Urinporphyrin mit Himatoporphyrin tibereinstimmt, 
aufgefaft worden ist. Diese Versuche beweisen lediglich, dafs ein stick- 
stoffhaltiger Kérper vorgelegen hat; denn z. B. fast alle Aminosduren 
zeigen beim trockenen Erhitzen ein derartiges Verhalten. Ubrigens ist 
die Fichtenspahnreaktion auch keineswegs eine charakteristische Pyrrol- 


reaktion, denn schon v. Baeyer fand, dafs Phloroglucin die Fichten- 
spahnreaktion erfiillt. 


Die totale Reduktion mit Eisessigjodwasserstoff nach dem 
beim Hamin und Bilirubin itiblichen Verfahren ergab in der 
Saurefraktion Phonopyrrolcarbonsaure, die ich als Pikrat 


i] 
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isolieren konnte. Die Ausbeute bleibt jedoch weit hinter der 
beim Hiimin erreichten zuriick. In dieser Hinsicht gleicht das 
Urinporphyrin mehr dem Bilirubin, jedoch konnte ich fiir die 
Anwesenheit von Bilirubinséiure keinen Anhaltspunkt gewinnen. 

Prinzipiell verschieden vom Hiimin ist die Basenfraktion. 
Wahrend diese beim Hiimin ca. 25°/o ausmacht und beim Bili- 
rubin noch immer nachweisbare Mengen auftreten, fehlt sie 
hier total. Nicht einmal die so tiberaus empfindliche Reaktion 
mit Dimethylaminobenzaldehyd ist hier positiv. 

Schon friiher konnte ich mit Rise!) feststellen, daB Oxy- 
pyrrole z. B. das von Benary?) erhaltene 2 Methyl- 3 Carb- 
iithoxy- 4 Oxy-pyrrol 

HOC —CCOOC,H, 
HC CCH, 

‘Ne 

NH 
durch Eisessigjodwasserstoff zerstért wird, und diese Tatsache 
im Verein mit dem Fehlen der Basenfraktion beim Urinporphyrin 
spricht dafiir, daf im basischen Anteil dieses Porphyrins Oxy- 
gruppen an den Pyrrolkernen sitzen. 

Dai mehrere Pyrrolkerne, offenbar 4, entsprechend den 
4 Stickstoffatomen, vorhanden sind, geht aus der Tatsache der 
Existenz des komplexen Kupfer- und Eisensalzes hervor. Kupfer 
und Eisen kénnen bei dem Ester nur an den Imidgruppen von 
Pyrrolkernen sitzen, wenn man nicht die zwei noch freien 
Hydroxylgruppen in Betracht ziehen will, was jedoch sehr un- 
wahrscheinlich ist. 

Auffallend ist die relativ groBe Menge Porphyrin im Urin 
des Patienten. Ich konnte aus 251 Urin nicht weniger als 3 g 
krystallisierten Methylester erhalten. Daneben wurde noch 
eine gréBere Menge eines krystallisierten Nebenproduktes ge- 
wonnen, auBerdem noch Fraktionen, die nicht zur Krystallisa- 
tion gebracht werden konnten. Die Gesamtmenge an Farbstoff 
wird daher 6 g oder 0,24 g pro Liter betragen. Salkowski 
(l. ¢., S. 306) gibt die tagliche Ausscheidung mit 0,87 g an, 
wahrend Nebelthau 0,041 g findet. Nehmen wir meinen Be- 





1) Fischer und Rése, Diese Zeitschr., Bd. 89, S. 253. 
*) Benary und Silbermann, Ber., Bd. 46, S. 1363. 
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fund als Grundlage fiir die weiteren Betrachtungen’) an, so ent- 
spricht dieser ungefahr der Menge Bilirubin, die nach Abder- 
halden, Lehrbuch f. physiol. Chem., 2. Auflage, S. 509, im 
Mittel 0,5 g taglich betragt. Es liegt so die Vermutung nahe, 
dafi das Porphyrin eine Zwischenstufe bei der Bildung von 
Bilirubin ist oder aber ein Abbauprodukt dieses, woriiber die 
Untersuchung des Kotes Aufschlu8 geben kann. Hierauf wird in 
der nachsten Mitteilung naher eingegangen werden, besonders mu 
ja auch die weitere chemische Untersuchung des Urinporphyrins 
zeigen, was fiir eine Umwandlung des Himins beim Ubergang 
in das Porphyrin erfolgt, wenn man nicht an eine sekundire 
Synthese aus Spaltprodukten des Blutfarbstoffs denken will. 

Wie schon erwihnt, habe ich das hier untersuchte Por- 
phyrin aus dem Urin des Falls Giinther dargestellt und unter- 
sucht. Dies ist ein Fall von angeborener Porphyrinurie?) und 
es fragt sich nun, ob bei sonstigen Fallen dieser Erkrankung 
das gleiche Porphyrin vorkommt oder nicht. Von _ be- 
sonderem Interesse ist unter diesen die Sulfonalvergiftung, 
bei der hiufig grdfere Mengen von Porphyrin beobachtet 
worden sind, so insbesondere in den von Hammarsten l. ec. 
untersuchten Fillen. Hammarsten hat, wie erwihnt, hierbei 
das Urinporphyrin krystallisiert erhalten und ich bin iiberzeugt, 
daB bei seinem Verfahren — Behandlung des Barytnieder- 
schlages mit Alkohol und 5°/o wasseriger Salzsiure — Ver- 
esterung eingetreten ist. So hitte Hammarsten nicht das 
freie Porphyrin isoliert, sondern den oben beschriebenen Athyl- 
ester bezw. sein salzsaures Salz. Die von Hammarsten 
angegebenen Eigenschaften stimmen durchaus mit dieser Er- 
klarung iiberein. Dann ware auch das «Sulfonalporphyrin» 
identisch mit dem Urinporphyrin. Es ist wichtig, daf dies in 
einwandfreier Weise konstatiert wird. 

Zur Zeit habe ich Versuche im Gange, um nachdem Vor- 
gang von Stokvis und O. Neubauer im Tierexperiment Por- 


') Kine (allerdings unwesentliche) Modifikation miissen diese er- 
fahren, durch die Isolierung des Porphyrins aus dem Stuhl des Patienten. 

*) Es wird zweckmafiig sein, den Namen «Hamatoporphyrinurie» 
zu streichen und durch den richtigen <«Porphyrinurie» zu ersetzen. 
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phyrinurie nach Sulfonalvergiftung zu erzeugen, bis jetzt aller- 
dings ohne Erfolg. Es scheinen Kaninchen nur bei noch un- 
bekannten Versuchsbedingungen, vielleicht auch nur gewisse 
Rassen, zu dieser Erkrankung zu neigen, eine Erfahrung, die 
auch O, Neubauer (Privatmitteilung) schon friiher gemacht hat. 
Es lag nun nahe, auch das Haématoporphyrin Nencki wie Meso- 
porphyrin und weiter allgemein Pyrrolderivate auf ihr spezielles 
Verhalten beim Durchgang durch den tierischen Organismus zu 
untersuchen. Nach den bisherigen Versuchen scheint Hiimato- 
porphyrin Nencki nicht in einen dem Urinporphyrin dhnlichen 
Korper tiberzugehen. Die Versuche sind besonders schwierig 
deshalb, weil Haimatoporphyrin auferordentlich giftig ist. 

Ein besonderes Interesse bietet nun die Frage, ob das 
Porphyrin, auf dem Umweg iiber den Ester isoliert, nun auch 
im Urin urspriinglich in dieser Form vcrhanden ist, oder 
ob durch die Einwirkung des «salzsauren Alkohols» auBer der 
Veresterung noch anderweitige EKinwirkung stattgefunden hat. 
Ein Anhaltspunkt zur Entscheidung dieser Frage kann die 
Differenz im analytischen Befund des unveresterten Rohproduktes 
und der krystallisierten Substanz geben. Die beiden unter- 
scheiden sich prinzipiell dadurch, daB nur das Rohprodukt 
schwefelhaltig ist und daf es einen weit héheren Stickstoff- 
gehalt wie das aus dem Ester durch Verseifung gewonnene Por- 
phyrin besitzt. Bei der Veresterung mit Salzsiure und Alkohol 
bleibt dieses schwefelhaltige Produkt ungelést zuriick und nach 
der Analyse scheint es sich um einen Eiwei®ko6rper zu handeln. 

Das Produkt enthilt: 49,8°/o C; 7,19°/o H; 14,95°/o N; 
4,03°%/o C; 1,07°/o S und 1°/o Asche. 

Ich unterwarf es der totalen Hydrolyse mit konzentrierter 
Salzséure und konnte hiernach in einwandfreier Weise die 
Anwesenheit von Aminosiuren feststellen. Es ist damit sicher 
bewiesen, dafi} es sich tatsachlich um einen Eiweifikoérper oder 
mindestens ein Derivat eines solchen handelt. 

Auffallend ist nur, daB relativ wenig Eiweif vorhanden 
ist. Im Haémoglobin macht der EiweiBgehalt 96°/o aus, der 
Farbstoff nur 4°/o. Hier liegen die Verhiltnisse wesentlich 
anders, indem nur ca. !/s EiweiB vorhanden ist. 
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Die weitere Untersuchung des frischen Harns muB zeigen, 
ob eine feste Verbindung zwischen dem Eiweifkoérper und 
dem Porphyrin vorliegt oder nicht. 

Moglich ist ja auch, dafi EiweiBverbindung und freies 
Porphyrin nebeneinander vorkommen. 

Wir miissen nun nochmals auf die Lichtsymptome bei der 
Porphyrinurie zuriickkommen. Diese Lichtsymptometreten nicht 
bei allen Fallen auf, und es ist bis jetzt den friiheren Autoren nicht 
gelungen, mit Porphyrin aus Urin Lichtkrankheit zu erzeugen. 

Mit meinem aus dem Fall Giinther stammenden Por- 
phyrin erhielt ich wechselnde Resultate beim Meerschweinchen, 
jedoch konnte ich in einem Falle eine typische Sensibili- 
sierung beobachten. 

Weiterhin erhebt sich die Frage, ob bei der Porphyrinurie 
des Menschen primir neben dem Farbstoff auch seine Leuko- 
verbindung auftritt. Von Saillet,!) A. Eichholz,?) A. Riva 
und L. Zoja,*) sowie Schumm,*) wird diese Frage bejaht 
und auch ich konnte stets ein Nachdunkeln des vom Farb- 
stoff befreiten Urins beobachten. Darnach gelang es dann 
wieder, neue Mengen von Porphyrin abzuscheiden. Es scheint 
mir dies wichtig zu sein in Anbetracht der von Rose und 
mir) beobachteten Tatsache, dai die Leukoverbindungen 
Haimatoporphyrins und Mesoporphyrins im _ Tierexperiment 
keine Lichterkrankung erzeugen. Wir sprachen damals 
die Vermutung aus, daf auch beim Menschen die Lichtempfind- 
lichkeit davon abhiingig ist, ob eben Farbstoff oder Leuko- 
verbindung ausgeschieden wird. Nur wenn Farbstoff aus- 
geschieden wird, bezw. in der Haut vorhanden ist, kénnten 
iiberhaupt Krankheitserscheinungen auftreten. Besonders kénnte 
man sich vorstellen, daB bei Dermatitis solaris und Hydroa 
die Verhiltnisse so liegen, daB aus irgend welchen Griinden 





') Revue de Med., Bd. 16, S. 542. 

*) Journ. of Physiol., Bd. 14, S. 332. 

*) Gazz. Med. di Torino, Bd. 43, S. 421. 

*) lc. und Miinchner med. Wochenschr. Nr. 49, 1913, sowie Zeit- 
schrift fiir urolog. Chirurg. 1914. 

‘) Diese Zeitschrift, Bd. 88, S. 9. 
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nur Leukoverbindung gebildet wird. Wenn dann bei der Be- 
lichtung an den dem Licht zugekehrten Stellen der Farbstoff 
erzeugt wird, so treten die Krankheitserscheinungen auf, je- 
doch ist dann noch keineswegs zu verlangen, dai dann das 
Porphyrin im Urin erscheint. Wie O. Neubauer!) gezeigt 
hat, wird Himatoporphyrin Nencki in erster Linie durch die 
Galle ausgeschieden, ein Befund, den ich durchaus bestiatigen 
kann. Erst bei Eingabe relativ groBer Mengen von Farbstoff 
erscheint dieser in geringen Mengen im Urin, wahrend grofie 
Mengen im Kot vorhanden sind. Man wird in Zukunft bei 
Dermatitis solaris, Hydroa, Bleivergiftung usw. ganz besonders 
auf die Untersuchung der Galle, bezw. des Stuhles zu 
achten haben. Natiirlich muff noch besonders festgestellt 
werden, dai auch das Porphyrin des Menschen seinen Haupt- 
weg durch die Galle und Kot nimmt. Nebelthan konnte 
allerdings bei seinem Fall in den Faces kein Porphyrin nach- 
weisen, wahrend dagegen Giinther, 1. c. S. 136 angibt, daB der 
Stuhl seines Patienten schwarzbraun gefirbt war und er 
leicht spektroskopisch «Hi&matoporphyrin» nachweisen konnte. 
Uber meine Untersuchung des Kotes hoffe ich in der niichsten 
Mitteilung nahere Angaben machen zu k6énnen.®?) 

Durch das Vorkommen der Leukoverbindung des Por- 
phyrins erklaren sich auch die zahlreichen Angaben der Autoren 
iiber das Vorkommen von «Urobilin», «Urofuscin» usw. im Por- 
phyrinurin; denn so gut wie die Leukoverbindungen von Ha- 
mato- und Mesoporphyrin zu «Urobilin» verharzen kinnen, tritt 
dieser Prozef auch hier ein. Das im pathologischen Urin nach- 
gewiesene Mesobilirubinogen ist in dem Falle Giinther im 
Urin nicht vorhanden; die Ekrlichsche Aldehydprobe ist 
negativ, auch im Chloroformextrakt. 

Erwiahnenswert ist noch eine interessante Beobachtung 
Giinthers. Dieser Autor gibt an, 1. c., daB die mikroskopische 





1) Arch. fiir exper. Pathol., Bd. 43, S. 456. 

*) In der Tat ist es mir inzwischen gelungen, auch aus dem Stuhl 
des Patienten das Kot-Porphyrin krystallisiert abzuscheiden; der Stuhl 
enthalt auch «<Sterkobilin>. Das Kotporphyrin enthalt 4 Carboxylgruppen 
weniger als das Urinporphyrin. 
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Untersuchung des Stuhles keine Besonderheiten ergab, auBer 
dafi fast keine grampositiven Bakterien vorhanden 
waren. Ich darf wohl daran erinnern, daB H. Kammerer’) 
gefunden hat, dafi durch Mesohimatin das Wachstum von 
grampositiven Mikroorganismen vollig vernichtet wird, wahrend 
Hamatin, Hamatoporphyrin, Mesoporphyrin und Bilirubin keine 
ihnliche Wirkung hatten. Die Untersuchung des Urinporphyrins 
in dieser Hinsicht, ebenso die seiner Derivate wird von be- 


sonderem Interesse sein. 


Experimenteller Teil. 
I. Isolierung des Methylesters des Urinporphyrins. 

Fiir die Gewinnung des Urinporphyrins in Form des kry- 
stallisierten Methylesters scheint es nach der bisherigen Unter- 
suchung gleichgiiltig zu sein, ob der Harn sich in ammoniaka- 
lischer Girung befindet oder nicht. Bei der Erstdarstellung in 
krystallisiertem Zustand (Frihjahr 1915) war der Urin unzer- 
setzt, bei der folgenden war er trotz zugesetztem Chloroform 
in ammoniakalischer Girung begriffen. Im Resultat ergab sich 
kein Unterschied. Die erhaltenen Priéparate hatten die gleichen 
Eigenschaften, jedoch sind die erhaltenen Nebenprodukte 
nicht identisch. Zur weiteren Entscheidung iiber diesen Punkt 
habe ich eine Probe Urin seit laingerer Zeit faulen lassen, 
beabsichtige diese nach !/s4jahrigem Stehen zu verarbeiten und 
hoffe, dann definitive Auskunft geben zu kénnen, in welcher 
Art eine Verinderung des Urinporphyrins erfolgt. 


Das Verfahren. 


Das Verfahren gestaltet sich wie folgt: Der filtrierte Urin 
(25 Liter; eine nachweisbare Menge Eiweif war mit den tib- 
lichen Proben nicht festzustellen) wird mit einem Uberschuf von 
Eisessig versetzt. (Beim unzersetzten Urin waren fiir 8 Liter 
Urin 100 cem Eisessig nétig, beim zersetzten die doppelte Menge.) 
Uber Nacht fallt das Porphyrin in Flocken aus, die sich teils an 
den Boden setzen, teils an der Oberflache schwimmen. Die da- 
zwischen befindliche klare Fliissigkeit, die das Porphyrinspek- 


‘) Verhandlungen des Kongresses fiir innere Medizin 1914. 
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trum nur noch angedeutet zeigt, wird abgehebert (Verarbeitung 
siehe S. 55), der Niederschlag auf einem mit Kieselguhr be- 
schickten Filter auf einer grofen Steinzeugnutsche abgesaugt, 
mit Wasser ausgewaschen und dann das Filter ca. 1—2 Stunden 
zum Trocknen aufgestellt. Vdélliges Eintrocknen des Nieder- 
schlages ist zu vermeiden, da die jetzt folgende Auflésung in 
Natronlauge sonst viel Zeit in Anspruch nimmt. Der Gesamt- 
niederschlag wird in 40 ccm n-Natronlauge und 1 Liter Wasser 
gelést, filtriert und mit Essigsiure unter Vermeidung eines 
groBeren Uberschusses gefiillt, auf gehirtetem Filter abgesaugt 
und vollkommen ausgewaschen. 

Zur Analyse wurde bei gewohnlicher Temperatur im 
Vakuum zur Gewichtskonstanz getrocknet. 

0,1277 g Substanz: 0,2611 g Kohlenséure und 0,0737 g 
Wasser. 0,1570 g Substanz gaben 14 ccm N bei 18° und 


715 mm Hg. 
C,,H;,N,0,.- Ber.: C 56,21, H = 6,30, N = 9,72. 
Gef.: C = 55,76, H = 6,31, N = 9,70. 

Es ist auffallend, wie leicht man bei solch amorphen Pra- 
paraten fast regelmafig Analysenzahlen findet, die auf eine 
bestimmte Formel recht gut stimmen. 

Das Priparat enthielt auBerdem noch Schwefel und eine 
geringe Menge Asche. Die Ausbeute aus 25 Liter Urin betrug 
12 g feuchtes Material, 6 g trockenem entsprechend. Zur 
Verarbeitung auf Methylester ist es zweckmiibig, das Pra- 
parat nicht vollig eintrocknen zu lassen, sondern feucht 
zu verarbeiten. Demgemaf wird der Niederschlag mit ca. 
300 ccm Methylalkohol iibergossen und unter guter Kiskihlung 
mit trockener gasfOrmiger Salzsiure gesattigt. Unter 6fterem 
Umschiitteln 1i8t man 24 Stunden stehen, verdiinnt dann mit 
der gleichen Menge Methylalkohol und filtriert vom unge- 
lésten Riickstand, der trocken 2,7 g wiegt, ab. Diesen 2,7 g 
konnte bei nochmaliger Behandlung mit Methylalkoholsalz- 
siure kein Farbstoff mehr entzogen werden. Niaheres tiber 
diesen K6rper weiter unten. Die methylalkoholische Lésung 
wird in das mehrfache Volum Wasser gegossen und unter Eis- 
kitihlung mit Soda alkalisiert, hierauf mit Chloroform extrahiert. 


ll || 
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Der gesamte Farbstoff geht ins Chloroform, ein Beweis, daf 
die Veresterung unter den angewandten Bedingungen eine 
vollkommene ist. Der Chloroformextrakt wurde nach der Be- 
freiung vom Wasser im Vakuum zur .Trockene eingedampft. 
Der Riickstand wiegt etwas tiber 3g und ist krystallisiert. 
Zur Reinigung wurde in ca. 70 cem Chloroform gelést, 

filtriert und zu der warmen Losung kochend heifer Methyl- 
alkohol zugegeben. Alsbald krystallisiert der Methylester in 
konzentrisch vereinigten Nadeln. (Vgl. die Abbildung III.) Die 
Mutterlauge ist stark gefirbt und enthalt ein Nebenprodukt, 
das weiter unten beschrieben werden soll. Zu den Analysen 
des Methylesters dienten Priparate verschiedener Darstellung, 
teils war 3mal umkrystallisiert. Die Mikroanalysen hat Herr 
Dr. Lieb in Graz wieder ausgefiihrt, wie tiberhaupt saémtliche 
Mikroanalysen dieser Arbeit. Die Unentbehrlichkeit der Preg]l- 
schen Mikromethoden fiir den physiologischen Chemiker hat 
sich auch hier wieder erwiesen. 

0,1530 g Subst. gaben 0,3419 g Kohlenséure und 0,0855 g Wasser. 

0,1540 >» » » 8,7 ccm N bei 20° und 716 mm Hg. 

0,1585 » » >» 00,3565 g Kohlenséure und 0,0876 g Wasser. 


0.1219 >» » >» 7 eccem N bei 20° und 716 mm Hg. 
4,350 mg » » 9,70 mg Kohlensaiure und 2,13 mg Wasser. 


4,572 >» » >» 10,14 >» > » 2,36 » . 
4,623 >» » >» 0,248 ccm N bei 20° und 734 mm Hg. 
4,266 >» >» » 9,57 mg Kohlenséure und 2,23 mg Wasser. 


4,058 >» >» > 0,229 ccm N bei 23° und 730 mm Hg. 
C,,H,.N,0,,.. Ber.: G = 60,98, H = 5,97, N = 5,93. 
Gef.: C = 60,94, H = 625, N = 6,10. 
> 61,34, » 6,19, » 6,20. 
>  » 6082, » 5,48 » 6,04. 
> 60,49, » 5,78, » 
>  » 61,18, » 585, » 6,25. 

Die Molekulargewichtsbestimmung des Methylesters wurde 
in Chloroform nach der SiedepunkterhOhungsmethode ausge- 
fiihrt. 0,7038 g Substanz bewirkten gelést in 30,45 g Chloro- 
form eine Erhdhung des Siedepunkts um 0,090°. K = 36,6. 
Hieraus berechnet sich das Molekulargewicht zu 940, wahrend 
obige Formel 944,49 verlangt. 

Endlich wurden nach der Zeiselschen Methode die 


Methoxylgruppen bestimmt. 
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4,312 mg Subst. gaben 8,145 mg AgJ. 
4.062 » » > 6,84 > > 


Ber. fiir 7 OCH,: 23,04. 
Gef. » >» +: 24,96 und 22,25. 

Alle Analysenzahlen mit Ausnahme der Methoxylbestim- 
mungen stimmen gut mit den theoretischen Werten iiberein. 
Die Methoxylbestimmungen machten, wie mir Herr Dr. Lieb 
mitteilte, groBe Schwierigkeiten,') weil wahrscheinlich ein schwer 
lésliches entmethoxyliertes Produkt entsteht, das dann noch 
unangegriffene Substanz einhiillt. Indessen geben die Bestim- 
mungen bei dem gleich zu beschreibenden Athylester absolut 
einwandfreie Zahlen, ebenso die des Kupfer- und Eisensalzes, 
sodaB an der ermittelten Zusammensetzung kein Zweifel 


sein kann. 


II. Isolierung des Athylesters des Urinporphyrins. 


Der Athylester des Urinporphyrins wird in genau der 
gleichen Weise wie der Methylester bereitet. Er wird aus 
Chloroform-Athylalkohol umkrystallisiert, indem die Chloro- 
formlésung mit der 4—5fachen Menge heifen Athylalkohols 
versetzt wird. (Die Abbildung II zeigt das Aussehen der Kry- 
stalle.) Zur Analyse wurden Praparate verschiedener Dar- 
stellung, die zwei- und dreimal umkrystallisiert waren, verwandt. 
Wiahrend der Methylester bei 290° unter Zersetzung schmilzt, 
schmilzt der Athylester erheblich niedriger, niimlich bei 220°. 

Aufer in Chloroform ist der Athylester, ebenso wie der 
Methylester, in simtlichen versuchten Lésungsmitteln kalt sehr 
schwer ldslich, heifer Alkohol list etwas, heifer Eisessig leicht. 


Alle Lésungen fluoreszieren tiefrot. 


4,403 mg Subst. gaben 10,20 mg Kohlensiure und 2,57 mg Wasser. 
4,338 » > » 10,03 ” » > 2,59 » > 
4,568 >» > > 0,224 ccm N bei 20° und 730 mm Hg. 
4,188 » > > 9,67 mg Kohlenséiure und 2,44 mg Wasser. 
4,715 >» > 0,234 ccm N bei 20° und 734 mm Hg. 
4,352 » > 10,08 mg Kohlenséure und 2,565 mg Wasser. 
4,920 >» > > 0,242 ccm N bei 19° und 734 mm Hg. 


v 
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‘) Hierauf wird in der nachsten Mitteilung noch naher eingegangen 


werden. 
4* 
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C,;H,;,N,0,,. Ber.: C = 63,30, H = 6,77, N = 5,38. 
Gef.: GC = 63,18, H = 6,53, N = 5,49. 
> >» 6306, » 668, » — 
>  » 62,97, » 652, » 5,58. 
>  » 6817, » 6,60, » 5,55. 

Die Molekulargewichtsbestimmung des Athylesters wurde 
in Chloroform nach der Siedepunkterhédhungsmethode aus- 
gefiihrt. 

0,6917 g Substanz bewirkten gelést in 25,40 g Chloro- 
form eine Erhéhung des Siedepunkts um 0,100°. K. = 36,6. 
Hieraus berechnet sich das Molekulargewicht zu 997, wahrend 
obige Formel 1042,60 verlangt. 

Nach der Zeiselschen Methode wurden die Athoxyl- 
gruppen bestimmt. 

4,178 mg Subst. gaben 6,644 mg AgJ. 


3,920 » » >» 612 » » 
4,490» > > 7,05 » » 

Ber. fir 7 OC,H,: 30,24. 

Gef. : 30,50 und 29,95 und 30,12. 


Zur Entscheidung der Frage, ob der Farbstoff die Ebene 
des polarisierten Lichtes ablenkt, wurde die (reinrote) Chloro- 
formlisung des Athylesters benutzt. 0,0650 g Substanz wurden 
in 10 cem Chloroform gelést. In 1 dm-Rohr konnte, obwohl 
eine ca. 1000kerzige Nernstlampe als Lichtquelle benutzt 
wurde, nicht polarisiert werden. Im !/2 dm-Rohr erhielt ich 
folgende Werte: Nullpunkt 1,5, nach Einlage des Rohres: 
1,55; 1,45; 1,57; 1,55; 1,44 usw. Die Substanz war also 
unter den untersuchten Verhialtnissen optisch inaktiv. 

Auf die spektroskopischen Befunde sémtlicher hier dar- 
gestellten Kérper komme ich in der nichsten Mitteilung zuriick. 


Il]. Verseifung des Methylesters. 


1. Auf saurem Wege. 


0,5 g Methylester wurden mit 30 ccm Eisessigbrom- 
wasserstoff 1 Stunde lang geschiittelt, worauf vollkommene 
Loésung eingetreten war. Es wurde in viel Wasser gegossen 
und mit Natriumacetat versetzt, wobei ein blauvioletter Nieder- 


oan 
renter 
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schlag ausfiel, der abgesaugt und mit Wasser vollkommen 
ausgewaschen wurde. Das so erhaltene Priiparat ist in Bi- 
carbonat restlos léslich (die Lésung zeigt tiefrote Fluorescenz), 
ein Beweis dafiir, daB die Verseifung eine vollkommene war. 
Aus Pyridin-Alkohol krystallisiert das freie Porphyrin schién 
(vgl. die Abbildung |), enthalt jedoch ein halbes Molekiil Krystall- 
Pyridin, wie die Analyse zeigt. Besonders schon krystallisiert 
das freie Porphyrin aus Eisessig, jedoch wurde das erhaltene 
Praparat noch nicht analysiert. 


4,583 mg Subst. gaben 9,705 mg Kohlenséure und 1,99 mg Wasser. 


4,413 > > > 9,330 » » >» 193 » > 
4,202 » > >» 0,281 ccm N bei 20,59 und 728 mm Hg. 
4,288 >» > >» 9,125 mg Kohlenséiure und 1,84 mg Wasser. 


4,290 >» > >» 0,294 ccm N bei 23° und 734 mm Hg. 
Methoxylbestimmung nach Zeisel verlief negativ. 
C,,H,.N,0,, + ‘2 C;H,N (883,89). Ber.: C = 58,82, H=5,19, N=7,13. 

Gef.: C = 57,75, H= 4,86, N=7,45. 

> 57,66, » 489 >» — 
> 58,04, » 480, » 7,63. 
Zu weiteren Analysen wurde in Bicarbonat gelost, fil- 
triert und mit Eisessig angesduert. Bei vorsichtigem Zusatz 
erhalt man den Farbstoff in feinen, mikroskopischen Nadelchen, 
meist aber amorph. ‘Trotz stundenlangem Auswaschen mit 

Wasser halt der Farbstoff hartnickig Asche zuriick. 


3,945 mg Substanz gaben 0,099 mg Asche 


oo 
3,846 mg > >» 8,155 » Kohlensiure und 1,78mg H,O 
4,608 >» > >» 0,269 com N bei 20,5° und 732 mm Hg 


C4, H,.N,0,, (846,38). Ber.: C = 58,12, H = 5,00, N = 6,62. 
Gef.: C = 57,83, H=5,18, N = 6,54 
(6,7 N bei Abzug der Asche). 


2. Verseifung des Methylesters mit Natronlauge. 


0,5 g des Methylesters wurden mit 50 ccm Natronlauge 
10°/o 1 Stunde am RiickfluBkiihler gekocht, wobei schon nach 
5 Minuten Lésung eingetreten war. Hierauf wurde mit 100 ccm 
Eisessig bei Gegenwart von viel Ather versetzt und viermal aus- 
geathert. Der Ather firbt sich schwach an und zeigt das 
sogenannte «<neutrale Hamatoporphyrinspektrum». Ich bemerke 
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ausdriicklich, da8 nur bei Zusatz dieses gewaltigen Uberschusses 
von Eisessig Spuren, bei Zusatz von 20 ccm Eisessig nicht eine 
Spur des Farbstoffs in den Ather gehen. 

Der Atherextrakt wurde eingedampft und der gering- 
fiigige Riickstand mit Methylalkohol und Salzséure verestert. 
Hierbei trat intensive Griinfirbung ein, spektroskopisch 
war jedoch nur das «saure Haimatoporphyrinspektrum» zu kon- 
statieren. Bei der weiteren Verarbeitung in der oben be- 
schriebenen Weise konnte nur eine unwégbare Menge vom 
Aussehen des Methylesters (nach der Art der Krystallisa- 
tion) gewonnen werden, zur Mikroanalyse oder Schmelzpunkt- 
bestimmung reichte sie nicht aus. Ich beschreibe diesen Ver- 
such so ausfihrlich wegen des gleich zu behandelnden Neben- 
produktes, das unter gleichen Bedingungen sich ganz anders 
verhiilt. 

In der vom Ather getrennten Fliissigkeit befindet sich 
das freie Porphyrin. Dies wird abgesaugt, mit Natrium- 
bicarbonat gelost, filtriert und dann durch Eisessig gefiallt. 
Trotz stundenlangem Auswaschen konnte auch hier kein asche- 


freies Praparat erhalten werden. 
4,782 mg Subst. gaben 0,089 mg Asche = 1,86 °%/o. 
4,693 » > » 9,905 » Kohlenséure und 2,09 mg Wasser. 
6,450 >» . >» 0,378 ccm N bei 23° und 734 mm Hg. 
Methoxylbestimmung nach Zeisel verlief negativ. 
C,,H,.N,0,, (846,38). Ber.: C = 58,12, H = 5,00, N = 6,62. 
Asche abgezogen. Gef.: C = 57,56, H = 4,98, N = 6,65. 


IV. Versuche von dem Farbstoff einen hypothetischen 
(Zucker- oder Glucuronsdure) Rest abzuspalten. 


1 g Ester wurde 2 Stunden lang im zugeschmolzenen 
Rohr mit 50 ccm Eisessigbromwasserstoff auf 160° erhitzt. 
Darnach war nur geringfiigige Verharzung eingetreten, von der 
nach Verdiinnen mit Eisessig abfiltriert wurde. Durch Ver- 
setzen mit Wasser und Natriumacetat wurde der Farbstoff 
abgeschieden, abgesaugt und eine Probe in den Methylester 
iibergefiihrt, der sofort krystallisierte und den _ richtigen 
Schmelzpunkt zeigte. Die Hauptmenge wurde in den Athyl- 
ester tibergefiihrt, der gleichfalls schén krystallisierte. 
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Hierauf wurde ein halbes Gramm Ester in 50 ccm 
rauchender Salzsiure gelést und 2 Stunden auf 180° erhitzt. 
Auch hierbei trat neben der Verseifung nur geringfiigige Ver- 
harzung ein. In tblicher Weise wurde der Methylester her- 
gestellt, der wieder vollstaéndig krystallisierte. 

Ein Versuch, das Urinporphyrin mit Hilfe von verdiinntem 
Kisessigjodwasserstoff entsprechend der Mesoporphyrindarstel- 
lung in Mesoporphyrin iiberzufiihren, miBlang. 


V. Verarbeitung der Mutterlauge des durch Essig- 
sdure in Porphyrinurin erzeugten Niederschlags und 
liber Nebenprodukte. 


Die Mutterlauge vom abgeschiedenen Farbstoff (vgl. 
Seite 49) wurde mit 20°/oiger Chlorbaryumlésung gefallt und 
zwar wurde zu je 101 ein Liter der Chlorbaryumlésung zugegeben. 
Der entstandene Niederschlag wurde abgesaugt, mit Wasser 
ausgewaschen und noch feucht mit Methylalkohol-Salzsiure 
angesetzt. (Methylalkohol mit trockenem Chlorwasserstoff ge- 
sattigt.) Wie schon erwaéhnt, war in der urspriinglichen L6- 
sung das Porphyrinspektrum nur noch andeutungsweise vor- 
handen. Um so auffallender war es, wie sich nun die methyl- 
alkoholische Salzsaure alsbald tiefrot anfirbte. Nach 24stiindigem 
Stehen unter haufigem Umschiitteln wurde mit Methylalkohol 
verdiinnt, abgesaugt, gut ausgewaschen und in der oben be- 
schriebenen Weise auf den Methylester verarbeitet. Nun wurde 
umkrystallisiert aus Chloroform und heifem Methylalkohol und 
dabei 1,1 g reiner Methylester des Urinporphyrins vom Schmelz- 
punkt 290° erhalten. Die methyalkoholische Mutterlauge gab 
beim Eindampfen 2 g Riickstand, der aus einem Nebenprodukt 
besteht, das wahrscheinlich analog dem auf Seite 50 erwihnten 
(in der methylalkoholischen Chloroformmutterlauge des Methyl- 
esters) zusammengesetzt und dessen Untersuchung noch nicht 
vollig abgeschlossen ist. 

Es wurde ebenfalls auf einem Umweg in Form des bei 
250° schmelzenden Methylesters isoliert und festgestellt, das 
dieser Ester sauerstoffarmer ist wie der oben beschriebene 
Porphyrinester und weniger Methoxygruppen enthiélt. Offen- 
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bar handelt es sich um ein Reduktionsprodukt, worauf in der 
nichsten Mitteilung niher eingegangen wird. 

Das Filtrat vom Baryumniederschlag, das hellgelb war 
und kein Porphyrinspektrum zeigte, dunkelte stark nach und 
wurde nach 24 Stunden mit Natriumsulfat gefallt (50 ccm 
20°/o-Lésung fiir 8 Liter filtriert). Der Niederschlag wurde, 
wie oben, auf Methylester verarbeitet und knapp 0,1 g Farb- 
stoff vom Schmelzpunkt 290° erhalten. 

Wie Seite 49 erwahnt, hinterbleibt bei der Veresterung mit 
Methylalkohol und Salzséure ein in diesem Reagens unléslicher 
Rest, der ca. !/s des Rohproduktes ausmacht. Da das Rohprodukt 
schwefelhaltig ist, der reine Ester dagegen schwefelfrei, so 
war zu erwarten, da dieses Produkt schwefelreicher wire. 
Dies ist auch in der Tat der Fall, die Analyse ergab folgende 
Zahlen. 

0,1104 g Subst. gaben 0,0011 g Asche (schneeweif). 
00,2015 >» >» »  0,3680 » Kohlensiure und 0,1295 g Wasser. 
0,1806 >» >» » 25,3 ccm N bei 23° und 715 mm Hg. 
0.2066 > > >  0,0337 g AgCl. 
0.2066 » >» >  0,0162 g BaSQ,. 
Gef.: C = 49,81 °%o, H = 7,19°/o, N = 14,95 Jo, Cl = 4,03 eo, S = 1,07 9/0. 

Hiernach war es sehr wahrscheinlich, daf es sich um 
einen EiweiBkérper handelt. Zur Feststellung wurden 1,5 g 
mit 50 cem rauchender Salzséure tber Nacht am Riickflub- 
kiihler gekocht, am nichsten Morgen die braunschwarze Loésung 
durch Absaugen auf gehartetem Filtrierpapier von geringer Menge 
nicht geléster Substanz befreit, und das Filtrat im Vakuum zur 
Trockene eingedampft. Der Riickstand (charakteristischer Ge- 
ruch nach Aminosduren) wurde mit 10 ccm Wasser aufge- 
nommen, der geringfiigige Rest, der nicht in Lésung ging, ab- 
filtriert und mit ein paar Tropfen Phosphorwolframsaure geklart. 
Nachdem vom Niederschlag abfiltriert war, wurde im Vakuum 
wiederum zur Trockene eingedampft, wobei ein zéher Sirup hinter- 
blieb, der mit Kupferoxyd und Wasser wiederholt ausgekocht 
wurde. Das tiefdunkelblaue Filtrat wird auf ca. 10 ccm ein- 
gedampft. Hierbei macht sich der eigenartige Geruch, den 
man beim Eindampfen der Kupfersalze eines Eiweifhydrolysen- 
gemisches beobachtet, wieder bemerkbar. Beim Erkalten wurde 
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nur eine geringfiigige Abscheidung konstatiert, weshalb mit 
Schwefelwasserstoff nach Zusatz von Bleiacetat bei 70° das 
Kupfer entfernt und aus dem farblosen Filtrat mit Kohlensiéure 
der Schwefelwasserstoff ausgetrieben wurde. 

Die so behandelte Fliissigkeit gibt nun intensiv die 
Paulysche Eiweifireaktion mit Diazobenzolsulfosiure, ebenso 
die Millonsche Reaktion in charakteristischer Weise. Der Rest 
der L6sung wurde mit Phenolphthalein als Indikator mit Natron- 
lauge zur Rotfarbung titriert und jetzt neutral titrierte Form- 
aldehydlésung zugegeben. Sofort trat Entfarbung ein und 15 cem 
1/;0-Lauge wurden gebraucht bis zur Rotfarbung. 

Nimmt man alle Beobachtungen zusammen, so kann es 
keinem Zweifel unterliegen, daB hier ein Gemisch von Amino- 
sduren vorliegt und dai das Ausgangsmaterial ein Korper ist, 


der zur Eiweifgruppe gehort. 


VI. Komplexes Kupfersalz des ita a ie ania il 
esters. 


Der Methylester gibt ein schén krystallisierendes Kupfer- 
salz, das man erhalt durch Zusammengiefen seiner Eisessig- 
lésung mit einer Kisessigldsung von Kupferacetat. Feine ver- 
filzte hellrote Nadeln, aus Pyridin-Eisessig umkrystallisierbar. 
Spektroskopisch ist ein Umschlag in den Absorptionserschei- 
nungen zu konstatieren. Es sind nur noch zwei Streifen vor- 
handen, niheres hieriiber in der nichsten Mitteilung. 

5,568 mg Sbst. gaben 0,460 mg CuO, 11,67 mg Kohlens. u. 2,62 mg Wasser. 
5298 >» >» > 0420 > » 1108 » » »25% >» >» 
4,768 >» » >» 0,255 ccm N bei 23° und 730 mm Hg, 
5,170 >» » > 0,270 ccm N bei 22° und 731 mm Hg.: 
4126 >» » >» 0,336 mg CuO. 
C,,H,,N,O,,Cu (1006,04). Ber.: C = 57,26, H=5,45, N= 5,81, Cu = 6,32. 
Gef.: C = 57,16, H = 5,27, N = 5,92, Cu = 6,60. 
' Cu = 6,33. 
> C=57,04, H=5,34, N=5,81, Cu=6,51. 


VII. Komplexes Eisensalz des Urinporphyrinmethyl- 
esters. | 

0,5 g Methylester in Eisessig gelést wurden mit 1 ccm 

gesattigter Kochsalzlosung und 0,1 g Eisen, geldst in Eisessig, 
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1 Stunde auf dem siedenden Wasserbad erhitzt. Arbeitet 
man konzentriert, so krystallisiert iber Nacht das Eisensalz 
in derben Prismen heraus, ist dies nicht der Fall, so dunstet 
man ein und bald beginnt die Krystallisation. Man saugt dann 
ab und wiischt mit Wasser total aus, lést hierauf in Chloro- 
form und setzt Alkohol und Ather zu. Man erhiilt 0,4g an 
reinem krystallisiertem Material. Die Spektralerscheinung ist 
der des Hiimins sehr dhnlich. Naheres in der nachsten Mit- 
teilung. In Kapillarroéhrchen sintert die Substanz ab 238°, ohne 
richtig zu schmelzen. Gegen 280° tritt totale Zersetzung ein. 


5,120 mg Subst. gaben 0,258 ccm N bei 22° und 732 mm Hg. 
4155 >» > >» 0,329 mg Fe,0O, und 0,610 mg AgCl. 
5,061 >» . » 0,411 » Fe,O,. 
5,116 » > >» 10,46 » Kohlensaéure und 2,31 mg Wasser. 
5,050» > » 10,32 » > 2,26 » > 
C,,H,,N,0,, FeCl (1033,77). 
Ber.: C = 55,72, H = 5,27, N = 5,42, Fe 
Gef. : 55,76, 5,05, N = 5,62, Fe 
73, 5,01, Fe 


¥ 


| 


5,40, Cl = 3,43. 
5,54, Cl = 3,63. 
5,68. 


ll 


VIII. Totale Reduktion des Urinporphyrins. 


Den ersten Versuch der totalen Reduktion des Urinpor- 
phyrins fiihrte ich aus, als es mir noch nicht gelungen war, 
das Porphyrin krystallisiert zu erhalten. Die Analysen des 
Priparates sind Seite 49 angegeben. 

10 g Porphyrin wurden mit 300 ccm Eisessigjodwasserstoff 
2 Stunden lang in siedendem Wasserbad erhitzt. Nach ca. 
1/2 Stunde war bei 6fterem Umschwenken Lésung eingetreten. 
Das abgeschiedene Jod wurde mit Jodphosphonium reduziert 
und der Eisessigjodwasserstoff im Vakuum abdestilliert. Die 
Verarbeitung erfolgte in der beim Hamin tiblichen Weise. 

Die Basenfraktion fehlte total; nicht einmal die 
so empfindliche Ehrlichsche Probe mit Dimethylamino- 
benzaldehyd war mehr wie rosa gefarbt, auch bei Zu- 
satz von Alkohol. 

Die Siiurefraktion gab intensive Aldehydreaktion und es 
wurden 0,3 g Pikrat erhalten vom unscharfen Schmelzpunkt 
144°. Nach Umkrystallisieren aus Alkohol schmolz das Pikrat 
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bei 158—159° unter Zersetzung. Der Mischschmelzpunkt mit 
Phonopyrrolcarbonsiurepikrat gab keine Depression, der mit 
Isophonopyrrolcarbonsaure lag bei 144°. Die Ehrlichsche 
Probe war intensiv positiv. 


4,665 mg Subst. gaben 7,905 mg Kohlensaéure und 1,68 mg Wasser. 
4,362 » > >» 7,385 » > » 1,62 >» > 
5,407» > » 0,672 ccm N bei 20° und 730 mm Hg. 


C,;H,.N,O,. Ber.: C = 45,43, H = 4,07, N = 14,15. 
Gef.: C = 46,21, H = 4,03, N = 13,91. 
> >» 46,17, >» 4,16. —_-_ — 

Gegen das Resultat dieses Versuchs, besonders in bezug 
auf das Fehlen der Basenfraktion, konnte mit Recht der Ein- 
wand gemacht werden, da dieses Fehlen durch den EiweiB- 
gehalt des Praiparates bedingt sei. Ich habe deshalb den Ver- 
such mit 0,6 g reinem krystallisiertem Athylester wiederholt 
und konnte feststellen, dafi auch hier die Basenfraktion total 
ausbleibt. Die Ehrlichsche Probe war vollkommen negativ. 
Phonopyrrolcarbonsaure war nach der intensiven Ehrlichschen 
Aldehydprobe vorhanden, jedoch nur in geringer Menge, sodah 
die oben erhaltene geringe Ausbeute nicht nur auf das verun- 
reinigte Material zuriickzuftihren ist, sondern auf die Tatsache, 
daS das Urinporphyrin bei der Reduktion auch in bezug auf die 
Menge der Saurefraktion weit hinter der des Himins und 
seiner Derivate zuriickbleibt. 

Nun konnte noch der Einwand erhoben werden, daf die 
angewandte Substanzmenge an reinem Porphyrin zu gering sei, 
um Basen und Saéuren nachweisen zu kénnen. Ich habe des- 
halb 0,6 g Mesoporphyrinathylester in der gleichen Weise be- 
handelt und konnte Sauren und Basenfraktion in Form der 
Pikrate leicht in zur Makroanalyse ausreichenden Menge 


gewinnen. 


IX. Sensibilisierungsversuche mit Urinporphyrin. 


Auch diese Versuche habe ich mit dem Seite 11 an- 
gefiihrten Praparat ausgefiihrt und es kann sein, daf das reine 
Porphyrin in allen Fallen sensibilisierend wirken wird. Hier be- 
schreibe ich nur den Versuch, bei dem mit dem unreinen Praparat 
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eine typische Lichtkrankheit erzielt wurde. Die Versuche mit 
dem reinen Porphyrin werden selbstverstandlich noch ausgefiihrt. 

August 1914. 0,03 g Porphyrin wurden in "/10-Natronlauge 
gelést und einem braun-weil} scheckigen Meerschweinchen sub- 
cutan eingespritzt. Es wurde bei wechselndem Sonnenschein 
1 Stunde belichtet (die Sonne schien im ganzen hdochstens 
10 Minuten). 

Wihrend der Belichtung gelegentlich Kratzen und Pfeifen, 
jedoch nicht sehr ausgesprochen. Uber Nacht bildete sich aber 
eine Schwellung der Augenlider und eine starke Konjunktivitis. 
Das rechte Auge konnte nicht mehr gedffnet werden. 

Am niichsten Morgen 825 in die hell scheinende Sonne. 
Schwere Sensibilisierung mit allen charakteristischen Erschei- 
nungen. 95° Exitus. Todesursache: Glottisébdem. 

Verschiedene weitere Versuche unter den gleichen Be- 
dingungen hatten kein Ergebnis. Dieses Préparat unterscheidet 
sich somit sehr scharf auch biologisch vom Hématoporphyrin, 
das ja fast regelmiBig die schwersten Erscheinungen bewirkt. 























Uber die Bestimmung kleiner Zuckermengen im Harn. 
Von 
S. Nagasaki. 





(Aus dem physiologischen Laboratorium der Universitat Utrecht.) 
(Der Redaktion zugegangen am 10. Juli 1915.) 


Bekanntlich enthalt jeder menschliche Harn mehrere 
Kohlenhydrate, Glukose, einen wahrscheinlich zu den Di- 
sacchariden gehdrenden, von Baisch und von Lemaire als 
Isomaltose betrachteten Zucker und eine dextrinartige Substanz. 
Daneben kommen dann noch mit Kohlenhydraten sehr nahe 
verwandte Glukuronsdéureverbindungen vor. Die so oft vor- 
kommende pathologische Zunahme des Glukosegehaltes macht 
es wlinschenswert, auch geringe Schwankungen im normalen 
Gehalt feststellen zu kénnen. Der Grund, daf es bis jetzt 
noch nicht gelungen ist, die Zuckermenge im normalen Harn 
einigermafen genau zu bestimmen, liegt in der Anwesenheit 
von anderen Stoffen, welche gewisse Eigenschaften, reduzierende 
Kraft, optische Aktivitat, mit der Glukose gemeinschaftlich haben 
und deshalb, wenn diese Eigenschaften fiir die Bestimmung ge- 
braucht werden sollen, einen bei kleinen Zuckermengen schwer 
ins Gewicht fallenden stdérenden Einflu8B haben. Die Eigenschaft, 
von Hefe gespalten zu werden, und dabei Alkohol und Kohlen- 
siure zu liefern, ist zwar charakteristisch fiir Zucker, die 
Menge der dabei aus normalem Harn freiwerdenden Spaltungs- 
produkte ist aber so gering, dah eine einwandsfreie Messung 
davon nicht wohl ausfiihrbar ist. 

Lemaire hat zur Bestimmung des Gehaltes des Harns 
an Glukose, an Isomaltose, bei Wéchnerijnnen auch an Lactose, 
diese Zucker mittels Benzoylchlorids von den anderen Harn- 
bestandteilen getrennt. Die Zucker wurden, aus den Benzoyl- 
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estern freigemacht, in Wasser gelést. Nach der Pavyschen 
Methode wurde dann die reduzierende Kraft dieser Lésung be- 
stimmt. Jetzt wurde die Lésung mit PreBhefe, welche Glukose 
angreift, Isomaltose und Milchzucker aber nicht, behandelt. 
Die Verringerung der reduzierenden Kraft zeigte dann den 
Glukosegehalt und, wenn Milchzucker nicht anwesend war, 
auch den Isomaltosegehalt an. Enthielt die L6sung auch Lactose, 
so wurde die Menge davon durch die Abnahme der redu- 
zierenden Kraft nach Vergérung mit Saccharomyces Kefir be- 
stimmt. Lemaire selbst aber hob hervor, da8 in dieser Weise 
nur anniihernde Werte erhalten werden konnten, weil die 
Moglichkeit, daB bei der Bereitung der Benzoylester Zucker 
verloren gegangen war, nicht ausgeschlossen werden konnte. 
AufBerdem hat es sich herausgestellt, daB die Bestimmung der 
reduzierenden Kraft nach der Pavyschen Methode nicht so 
zuverlassig ist als fiir diesen Zweck gewiinscht wire. 

Auch andere Forscher, insbesondere Moritz, haben die 
reduzierende Kraft des Harnes, vor und nach der Vergirung 
mit Hefe, bestimmt und daraus auf den Zuckergehalt des Harns 
geschlossen. ') 

Es ist aber nicht wohl méglich, beim Gebrauch der ge- 
wohnlichen Handelshefe zuverlassige Aufschliisse tiber den 
Zuckergehalt des normalen Harns zu erhalten. Diese Hefe 
enthalt ja nicht nur mehrere Saccharomycesarten und Torula- 
arten, sondern ist auch immer wohl von Bakterien verunreinigt, 
so dali die reduzierende Kraft des Harns in jedesmal anderer, 
unberechenbarer Weise abnehmen kann. Es ist deshalb fiir 
die Bestimmung des Glukosegehaltes wiinschenswert, eine reine 
Hefeart, welche ausschlieBlich diesen Zucker aus dem Harn 
entfernt, zu verwenden. 

Ich hatte Gelegenheit, mit einer solchen Hefe Versuche 
anzustellen, und zwar mit dem von Kluyver aus Bierhefe 
isolierten, von ihm Torula monosa genannten Organismus, 
welcher nur Monosen und also auch Glukose angreift.?) 


1) Fiir die Literatur erlaube ich mir zu verweisen nach: F.N.Schultz, 


Neubauer-Huppert, Harnanalyse, 11. Auflage, 1. Halfte. 
*) A. J. Kluyver, Biochemische suikerbepalingen, Leiden, 1914. 
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Herr Dr. Kluyver hatte die Giite, Herrn Prof. Pekel- 
haring eine Kultur dieser Torvla zur Verfiigung zu stellen. 
Dieselbe laBt sich auf einem in folgender Weise bereiteten 
Agarboden leicht fortziichten: Agar 2 g, Malz 5 g, Glukose 5 g 
auf 100 ccm Wasser. 

Kluyver hat fiir die Bestimmung verschiedener Zucker- 
arten mittels dieser und anderer Hefen die bei der Giarung 
entwickelte Kohlensaure gebraucht. Der duferst geringe Glu- 
kosegehalt des normalen Harns macht aber diese Methode fiir 
meinen Zweck nicht gut brauchbar. Ich habe deshalb die redu- 
zierende Kraft des Harns vor und nach der Garung bestimmt 
und daraus die von der Hefe verbrauchte Zuckermenge abgeleitet. 

Zur Bestimmung der reduzierenden Kraft habe ich zuerst 
die Bangsche Methode angewandt. Diese Methode erfordert 
aber betrachtliche Mengen Rhodansalz, mehr als in dieser Zeit 
erhalten werden konnten. So kam ich zur Methode von 
S. R. Benedict,') welche viel weniger Rhodan in Anspruch 
nimmt und ebenso gute Ergebnisse liefert als die Bangsche. 
Wenn nur die Kupferlésung, unter Zusatz vom Harn, in leb- 
haftem Kochen gehalten wird und die letzten Harntropfen nicht 
zu schnell zugesetzt werden, erlaubt die von Benedict an- 
gegebene Methode die Bestimmung der totalen reduzierenden 
Kraft des Harnes, welche nicht nur von Zucker, sondern auch 
von Kreatinin, Harnsaéure, Glukuronsaéureverbindungen, Uro- 
chrom, und vielleicht noch von anderen Stoffen abhiangig ist, 
sehr gut. Ist dann der Zucker vergoren, so ist aus der Ver- 
ringerung der reduzierenden Kraft der Monosengehalt, wie aus 
den folgenden Beobachtungen hervorgehen wird, mit befrie- 
digender Genauigkeit zu bestimmen. 

Die von Benedict empfohlene Lésung ist folgenderweise 
zusammengesetzt; 18 g krystallisiertes Kupfersulfat, 100 g 
wasserfreies Natriumcarbonat, 200 g Natrium- oder Kaliumcitrat, 
125 g Kaliumsulfocyanat und 5 cem einer 0,5°/oigen Loésung 
von Ferrocyankalium in 11 destilliertem Wasser. Statt des 
Tartrat der Fehlingschen Lésung hat Benedict das Citrat 


’) Benedict, Journ. of Biol. chem. Vol. III, p. 101, Vol. IX, p. 57 
und V.C. Myers, Miinch. med. Wochenschr., 1912, Nr. 27. 
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zugesetzt, weil beim Gebrauch derselben die Lésung lange Zeit 
haltbar bleibt. 

Der von Benedict hervorgehobene Vorteil seiner Lésung, 
daf dieselbe den qualitativen Nachweis kleiner Zuckermengen 
im Harn ermdglicht, wegen der geringen, von den anderen 
reduzierenden Harnbestandteilen verursachten Reduktion, kommt 
fiir unseren Zweck nicht in Betracht. Die Mitwirkung dieser 
Bestandteile kann niemals vdllig ausgeschaltet werden. Es ist 
deshalb am besten die Reduktion, durch langeres Kochen, még- 
lichst vollstindig zu machen. 

Ich fiihrte die Bestimmung folgenderweise aus. 

Zunachst wurde ein Vorversuch angestellt. Eine genau 
abgemessene Menge der Kupferlésung, gewohnlich 10 ccm, 
wurde in einem, etwa 200 cem fassenden Kolben auf dem 
Drahtnetz, nach Zusatz von etwa 5g Natriumcarbonat und 
ein wenig Talkum, zum Sieden erhitzt. Dann wurde 10 ccm 
Harn aus der Biirette schnell hinzugegeben und 3 Minuten er- 
hitzt. War dann der blaue Farbenton vollig verschwunden, was 
bei konzentriertem Harn nicht selten der Fall war, so wurde 
der Harn mit dem gleichen Volum Wasser verdiinnt und noch- 
mals titriert. War die Farbe noch blaulich, so wurde, in Zwischen- 
riiumen von 1 Minute, unter anhaltendem Kochen, je nachdem 
mehr Blau vorhanden war, mehr Harn, zuletzt tropfenweise, 
hinzugesetzt, bis die allmahlich schmutzig griin werdende Farbe 
eben vollstindig verschwunden, die Reduktion also beendigt war. 

Nachdem in dieser Weise die Reduktionskraft des Harns 
anniiherungsweise bestimmt war, wurde zu einer neuen Portion 
von 10 cem der Kupferlésung beinahe soviel Harn als im Vor- 
versuch gebraucht worden war, auf einmal hinzugesetzt und, 
nach 5 Minuten Kochen, jede Minute, unter anhaltendem 
Kochen, vorsichtig kleine Mengen, bis der Endpunkt erreicht 
war. Die totale Reduktionskraft des Harns kann dann in Glukose 
ausgedriickt werden. Zur Reduktion von 10 ccm Kupferlésung 
sind 20 mg Glukose noétig. Sind also zur Reduktion dieser 
Kupfermenge z. B. 10 cem Harn verbraucht worden, so sind 
darin so viel reduzierende Stoffe enthalten, als 20 mg Glukose 


oder 0,2 °/o entspricht. 





Sich Sete Agia an, eek a ecchacvaaidioun eae 
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Die ganze Bestimmung, Vorversuch und Hauptversuch 
zusammen, nimmt, bei einiger Ubung, nicht mehr als 10 bis 
15 Minuten in Anspruch. 

Zur Bestimmung des wahren Glukosegehaltes wurde eine 
abgemessene Menge des untersuchten Harns, gewohnlich 100 ccm, 
in einem sterilisierten Kolben unter Watteverschlu8B 10 Minuten 
lang gekocht, nach Abkihlung mit einer ziemlich grofen Platina- 
dse einer Agarkultur von Torula monosa geimpft und 24 Stunden 
bei etwa 30°C. vergoren. Dann wurde die Fliissigkeit genau 
bis auf das urspriingliche Volum mit Wasser angefiillt, filtriert 
und wieder mit der Benedictschen Kupferlésung titriert. Die 
Abnahme des Reduktionsvermoégens gibt dann den Glukose- 
gehalt an. 

Nur bei schon in alkalische Girung geratenem Harn 
waren die Resultate unzuverlissig, auch wenn die Reaktion, 
mittels Essigsaure, schwach sauer gemacht worden war. Solcher 
Harn wird durch Kochen wiahrend 10 Minuten nicht vollstandig 
sterilisiert, so dafi die Wirkung der Torula von Bakterien be- 
eintrachtigt wird. 

Bei frischem Harn aber waren die Ergebnisse vollig be- 
friedigend, wie aus den folgenden Kontrollversuchen hervorgeht: 


I. Harn. 
Spez. Gewicht 1022. Reaktion sauer. 


10 ccm Kupferlésung verbrauchen 10,6 ccm Harn, also Reduktions- 
vermégen als Glukose berechnet 0,189 °%o. 





























Von diesem Harn je 65 ccm vermischt mit Berechnet 
a) 35,0ccm Wasser und 0 ccm 0,2°%/oiger Glukoselésung  0,123°/o 
b) 9,0 » > >» 26,0 » 0,2 °/oiger > 0,175 °/o 
c) 22,0 >» > >» 13,0 » 0,2 %oiger > 0,149 °/o. 
Vor der Girung a Nach der Garung 
10 ccm Re- | 10 ecm Re- | Glukose auf 
Kupfer- duktion Fehler Kupfer- duktion | 100 ccm 
lésung ge- m | lésung ge- in | Zu- | (ie- 
brauchen | Glukose | brauchen | Glukose | gesetzt | funden 
‘ecm Harn Jo =| = Jo ccm Harn %o | mg | mg 
a} 160 | 0,125 |4+ 0,002] 173 | o116 | 0 | 7 
b | 11,3 | 0,177 |+ 0,002] 174 | 0115 | 52 | 60 
c| 1365 | 0,147 |— 0,002] 17,35 | 0115 | 26 | 364 
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a 


Spez. Gewicht 1021. 
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Il. Harn. 


Reaktion sauer. 


10 ccm Kupferlésung verbrauchen 11,8 ccm Harn, also Reduktions- 








vermégen als Glukose berechnet 0,170°/o. 
































Von diesem Harn je 68 ccm vermischt mit Berechnet 
a) 32,0 ccm Wasser und 0 ccm 0,265°/oiger Glukoselésung 0,116°/o 
b) 0,4 » . >» 31,6 » 0,265 %oiger » 0,200 °/o 
c) 20,0 » . >» 12,0 » 0,265 Viger : 0,148 °/o. 
Vor der Garung Nach der Girung 
10 ccm Re- 10 ccm Re- Glukose auf 
Kupfer- | duktion Fehler | Kupfer- duktion 100 ccm 
losung ge- in lésung ge- in Zu- Ge- 
brauchen | Glukose brauchen | Glukose | gesetzt | funden 
ccm Harn %9 %/o ccm Harn %/o mg mg 
a 16,7 0,120 | + 0,004 18,2 0,110 0 6 
b 10,25 0,195 |— 0,005 18,15 0,110 84 90 
c 13,5 0,148 0 18,3 0,109 32 39 
Ill. Harn. 


Spez. Gewicht 1027. Reaktion stark sauer. 


20 ccm Kupferlésung verbrauchen 15,5 ccm Harn, also Reduktions- 
vermégen also Glukose berechnet 0,258 °/o. 
Von diesem Harn je 67 ccm vermischt mit 
































Berechnet 
a) 33,0cem Wasser und O ccm 0,265%0iger Glukoselésung 0,173 °/o 
b) 20 » > » 81,0 » 0,265°%/oiger » 0,255 °/o 
c) 22,0 » > >» 11,0 » 0,265°%/oiger > 0,202 °/o. 
Vor der Girung Nach der Girung 
20 ecm Re- 20 ecm Re- Glukose auf 
Kupfer- | duktion | pono, | Kupfer- | duktion 100 ccm 
lésung ge- in lésung ge- in Zu- Ge- 
brauchen | Glukose brauchen | Glukose | gesetzt | funden 
ccm Harn %/o %/o ccm Harn 9% mg mg 
a 22,4 0,179 | + 0,006 24,5 0,163 0 10 
b 15,5 0,258 |-+ 0,003 24,4 0,164 82 91 
c 19,5 0,205 | -+ 0,003 24,5 0,163 29 39 
IV. Harn. 


Spez. Gewicht 1017. Reaktion sauer. 


10 ccm Kupferlésung verbrauchen 15,6 ccm Harn, also Reduktions- 
vermégen als Glukose berechnet 0,128 °/o. 


2S, A RREMENREE UION O98 te TRIO SS 





cg! 
ane py heats oh Ae 


Uber die Bestimmung kleiner Zuckermengen im Harn. 67 


Von diesem Harn je 60 ccm vermischt mit 





























Berechnet 
a) 40,0 ccm Wasser und 0 ccm 0,265°%/oiger Glukoselésung  0,077°/o 
b) 32,5 » > >» 7,5 » 0,265 %oiger > 0,097 °/o 
c) 32,5 » > >» 7,5 » 0,265 %/oiger . 0,097 °/o. 
eo Re- _— Re- | Glukose auf 
Kupfer- | duktion Fehler | Kupfer- duktion 100 ccm 
lésung ge- in lésung ge- in Zu- Ge- 
brauchen | Glukose brauchen | Glukose | gesetzt | funden 
ccm Harn %/o %/o ccm Harn %/o | mg mg 
a} 262 0,076 |— 0,001] 27,7 0,073 | 0 4 
b 20,8 0,096 |— 0,001 27,8 0,072 | 20 25 
20,7 0,097 0 27,3 0,072 | 20 25 
V. Harn. 


Spez. Gewicht 1016. Reaktion sauer. 


10 ccm Kupferlésung verbrauchen 16,4 ccm Harn, also Reduktions- 
vermégen als Glukose berechnet 0,122 °/o. 
Von diesem Harn je 90 ccm vermischt mit 


Berechnet 
a) 10,0 ccm Wasser und 0 ccm 0,265°/ciger Glukoselésung 0,110 °/o 
b) 10,0 >» > > O » 0,265 °/oiger > 0,110 °/o 


c) 15 > > >» 85 » 0,265 %iger > 0,133 %o. 


















Vor der Girung Nach der Garung 
10 cem Re- 10 ecm Re- Glukose auf 
Kupfer- | duktion | poner | Kupfer- duktion 100 ccm 

lésung ge- In lésung ge- in Zu- Ge- 
brauchen | Glukose brauchen | Glukose | gesetzt | funden 

ccm Harn jo =| (fo ccm Harn %o mg mg 

a 19,0 0,105 |— 0,005 19,3 0,104 0 6 

b 17,1 0,117 | + 0,007 19,15 0,104 0 6 

14,8 0,136 |-+ 0,003 19,2 0,104 23 29 























VI. Harn. 
Spez. Gewicht 1014. Reaktion sauer. 


10 ccm Kupferlésung verbrauchen 13,8 ccm Harn, also reduzierende 
Substanzen als Glukose berechnet 0,145 %o. 
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Von.diesem Harn je 70 ccm vermischt mit 
Berechnet 
a) 30,0 ccm Wasser und 0O cem 0,2°%oiger Glukoselésung 0,101°/o 
b) 25,0 » > > § » 0,2 °%/o iger > 0,111 °/o 
c) 20,0 >» » > 10 » 0,20 iger > 0,121 °/o 
d) O > > >» 39 » 0,2 °%/o iger > 0,161 °/o. 
| _Vor der Garung Nach der Gadrung 
| 10 « cm | 10 com Re- Glukose auf 
| Kupfer- | duktion | Fehler | Kupfer- duktion 100 ccm 
| lésung ge- m | lésung ge- in Zu- Ge- 
brauchen | Glukose | brauchen | Glukose gesetzt | funden 
i cem Harn| % | %o ecm Harn| Jo mg mg 
aj 19,8 0,101 | 0 21,2 0,094 0 7 
b | 17,7 0,113 |+ 0,002] 21,25 0,094 10 17 
c 16,0 0,125 |-+ 0,004 21,1 0,095 20 26 
dj; 12,2 0,164 |-++ 0,003 21,2 0,094 60 67 




















Die zugesetzte Torulamenge, gewohnlich eine ziemlich 
grofie Platinadse einer Malzagarkultur, wachst im durch Kochen 
sterilisierten Harn gut und ist imstande viel mehr Zucker zu ver- 
giaren wie der Harn in den vorigen Versuchen, auch nach Glukose- 
zusatz, enthielt. Zum Beweis teile ich die folgenden Versuche mit. 

Nachdem das totale Reduktionsvermégen eines normalen 
Harnes bestimmt war, wurde ein Teil des gut sterilisierten 
Harnes mit der Hefe geimpft und 24 Stunden auf 30° C. er- 
wirmt, indem ein anderer Teil nach Zusatz einer gewogenen 
Menge von Glukose titriert und zur Gérung gebracht wurde. 

Harn. Spez. Gewicht 1023. Reaktion sauer. e 
Vor der Garung. 10 ccm Kupferlésung verbrauchen 16,0 ccm Harn, 
also reduzierende Substanzen als Glukose berechnet 0,125 °/o. 
Nach der Girung. 10 ccm Kupferlésung verbrauchen 17,8 ccm Harn, 


also reduzierende Substanzen als Glukose berechnet 0,112 °%/o. 
Vergorene Glukose 0,013 °/o. 


100 ccm Harn -+ 0,25 g Glukose. 
Vor der Girung. Berechnetes Reduktionsvermégen 0,375 °/o 
20 ccm verbrauchten 10,7 ccm Harn, 
also reduzierende Substanzen als Glukose berechnet 0,374 °/o. 
Nach der Garung. 10 ccm Kupferlésung verbrauchen 17,8 ccm Harn, 


also reduzierende Substanzen als Glukose berechnet 0,112 0/,. 
Vergorene Glukose 0,374— 0,112 = 0,262 %/o. 
Gefunden 0,262 — 0,013 = 0,249 statt 0,25 g Glukose. 
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Harn. Spez. Gewicht 1018. Reaktion sauer. 
Vor der Garung. 10 ccm Kupferlésung verbrauchen 26,0 ccm Harn, 
also reduzierende Substanzen als Glukose berechnet 0,077 °/o. 
Nach der Girung. 10 ccm Kupferlésung verbrauchen 28,7 ccm Harn, 
also reduzierende Substanzen als Glukose berechnet 0,070 °/o. 
Vergorene G!akose 0,077 — 0,070 = 0,007 °/o. 
100 ccm Harn + 0,5 g Glukose. 
Vor der Garung. Berechnetes Reduktionsvermégen 0,577 °/o. 
40 ccm Kupferlésung verbrauchen 14,0 ccm Harn, 
also reduzierende Substanzen als Glukose berechnet 0,572 °%/o. 
Nach der Girung. 10 ccm Kupferlésung verbrauchen 27,3 ccm Harn, 
also reduzierende Substanzen als Glukose berechnet 0,073 °/o. 
Vergorene Glukose 0,572 — 0,073 = 0,499 °/o. 
Gefunden 0,499 — 0,007 = 0,492 g statt 0,5 g Glukose. 
Harn. Spez. Gewicht 1017. Reaktion sauer. 
Vor der Gairung. 10 ccm Kupferlésung verbrauchen 23,0 ccm Harn, 
also reduzierende Substanzen als Glukose berechnet 0,087 °/o. 
Nach der Garung. 10 ccm Kupferlésung verbrauchen 26,2 ccm Harn, 
also reduzierende Substanzen als Glukose berechnet 0,076 °/o. 
Vergorene Glukose 0,087 — 0,076 = 0,011 °/o. 
100 ccm Harn -+- 0,5 g Glukose. 
Vor der Gairung. Berechnetes Reduktionsvermégen 0,587 °/o. 
40 ccm Kupferlésung verbrauchen 13,8 ccm Harn, 
also reduzierende Substanzen als Glukose berechnet 0,580 °/o. 
Nach der Garung. 10 ccm Kupferlésung verbrauchen 22,7 ccm Harn, 
also reduzierende Substanzen als Glukose berechnet 0,088 °/o. 
Vergorene Glukose 0,580 — 0,088 = 0,492. 
Gefunden 0,492 — 0,011 = 0,481 g statt 0,5 g Glukose. 


Der Grad von Genauigkeit der Titriermethode und die 


Gérungsfahigkeit der Hefe sind, wie aus den Tabellen hervor- 
geht, sicher geniigend fiir meinen Zweck. 

Wie Kluyver gefunden hat, werden von dieser Torula 
nur Monosen angegriffen. Deshalb ist diese Hefeart auch zur 
Glukosebestimmung anzuwenden, wenn der Harn, wie bei 
Wochnerinnen, Milchzucker, oder, wie nach der Aufnahme 
groferer Rohrzuckermenge, diese Biose enthiilt. 

Da8&B Zusatz von Milchzucker oder Rohrzucker die Genauig- 
keit nicht beeintrachtigt, geht aus den folgenden Versuchen hervor. 

Harn. Spez. Gewicht 1023. Reaktion ziemlich stark sauer. 


Vor der Garung. 20 ccm Kupferlisung verbrauchen 18,0 ccm Harn, 
also Reduktionsvermégen als Glukose berechnet 0,222 %o. 
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Nach der Girung. 20 ccm Kupferlésung verbrauchen 21,0 ccm Harn, 
also Reduktionsvermégen als Glukose berechnet 0,191 °/o. 
Vergorene Glukose 0,222 — 0,191 = 0,031 Jo. 


100 ccm Harn -+ 0,1 g Milchzucker. 
Vor der Girung. Berechnetes Reduktionsvermégen als Glukose berechnet 
0,297 %o. 
20 ccm Kupferlésung verbrauchen 13,6 cem Harn, 

also Reduktionsvermégen als Glukose berechnet 0,295 °/o. 
Nach der Girung. 20 ccm Kupferlésung verbrauchen 15,15 ccm Harn, 

also Reduktionsvermégen als Glukose berechnet 0,264 °o. 

Vergorene Glukose 0,295 — 0,264 = 0,031 /o. 


Harn. Spez. Gewicht 1021. Reaktion sauer. 
Vor der Girung. 10ccm Kupferlésung verbrauchen 12,2 ccm Harn, 
also Reduktionsvermégen als Glukose berechnet 0,164 °%/o. 
Nach der Girung. 10 ccm Kupferlésung verbrauchen 13,0 ccm Harn, 
also Reduktionsvermégen als Glukose berechnet 0,154 °/o. 
Vergorene Glukose 0,164 — 0,154 = 0,010 °%o., 


75 ccm Harn + 0,1 g Milchzucker. 
Vor der Girung. Berechnetes Reduktionsvermégen als Glukose berechnet 
0,264 °/o. 
20 ccm Kupferlésung verbrauchen 15,2 ccm Harn, 

also Reduktionsvermégen als Glukose berechnet 0,263 °/o. 
Nach der Girung. 20 ccm Kupferlésung verbrauchen 15,8 ccm Harn, 

also Reduktionsvermégen als Glukose berechnet 0,253 %o. 

Vergorene Glukose 0,263 — 0,253 = 0,010 %/o. 


Harn. Spez. Gewicht 1030. Reaktion sauer. 
Vor der Girung. 20 ccm Kupferlésung verbrauchen 12,1 ccm Harn, 
also Reduktionsvermégen als Glukose berechnet 0,331 °/o. 
Nach der Girung. 20 ccm Kupferlésung verbrauchen 12,9 ccm Harn, 
also Reduktionsvermégen als Glukose berechnet 0,310°/o. 
Vergorene Glukose 0,331 — 0,310 = 0,021 °/o. 


100 ccm Harn + 0,01 g Rohrzucker. 
Vor der Girung. 20 ccm Kupferlésung verbrauchen 12,1 ccm Harn, 
also Reduktionsvermégen als Glukose berechnet 0,331 °/o. 
Nach der Garung I. 20 ccm Kupferlésung verbrauchen 12,9 ccm Harn, 
also Reduktionsvermégen als Glukose berechnet 0,310 °/o. 

Nach der Garung II. 20 ccm Kupferlésung verbrauchen 12,85 ccm Harn, 
also Reduktionsvermégen als Glukose berechnet 0,311 °/o. 
Vergorene Glukose 0,331 —0,310 = 0,021 °/o 

oder 0,331 — 0,311 = 0,020 °o. 


Harn. Spez. Gewicht 1024. Reaktion sauer. 
Vor der Girung. 20 ccm Kupferlésung verbrauchen 15,3 ccm Harn, 
also Reduktionsvermégen als Glukose berechnet 0,261 °/o. 
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Nach der Gadrung. 20 ccm Kupferlésung verbrauchen 18,2 ccm Harn, 
also Reduktionsvermégen als Glukose berechnet 0,220 °%/o. 
Vergorene Glukose 0,261 — 0,220 = 0,041 °/o. 


75 ccm Harn -++ 0,1 g Rohrzucker. 
Vor der Garung. 20 ccm Kupferlésung verbrauchen 15,25 ccm Harn, 
also Reduktionsvermégen als Glukose berechnet 0,262 °/o. 
Nach der Girung I. 20 ccm Kupferlésung verbrauchen 18,1 ccm Harn, 
also Reduktionsvermégen als Glukose berechnet 0,221 °/o. 

Nach der Garung II. 20 ccm Kupferlésung verbrauchen 18,2 ccm Harn, 
also Reduktionsvermégen als Glukose berechnet 0,220 9/0. 
Vergorene Glukose 0,262 — 0,221 = 0,041 %o 

oder 0,262 — 0,220 = 0,042 %/o. 
Harn. Spez. Gewicht 1012. Reaktion sauer. 
Vor der Garung. 10 ccm Kupferlésung verbrauchen 23,1 ccm Harn, 
also Reduktionsvermégen als Glukose berechnet 0,087 %%o. 
Nach der Garung. 10 ccm Kupferlésung verbrauchen 24,7 ccm Harn, 


also Reduktionsvermégen als Glukose berechnet 0,081 °/o. 
Vergorene Glukose 0,087 — 0,081 = 0,006 °/o. 


100 ccm Harn -+- 0,15 g Rohrzucker. 
Vor der Garung. 10 ccm Kupferlésung verbrauchen 23,25 ccm Harn. 
also Reduktionsvermégen als Glukose berechnet 0,086 °/o. 
Nach der Girung. 10 ccm Kupferlésung verbrauchen 24,9 ccm Harn, 
also Reduktionsvermégen als Glukose berechnet 0,080 %o. 
Vergorene Glukose 0,086 — 0,080 = 0,006 °/o. 


100 ccm Harn + 0,3 g Rohrzucker. 
Vor der Gairung. 10 ccm Kupferlésung verbrauchen 23,2 ccm Harn, 
also Reduktionsvermégen als Glukose berechnet 0,086 %o. 
Nach der Girung. 10 ccm Kupferlésung verbrauchen 24,8 ccm Harn, 
also Reduktionsvermégen als Glukose berechnet 0,081 °/o. 
Vergorene Glukose 0,086 — 0,081 = 0,005 °/o. 


Normaler menschlicher Harn enthalt neben Glukose noch 
einen anderen Zucker, welcher von Baisch und von Lemaire 
als Isomaltose betrachtet worden ist und dessen Osazon, nach 
der von Lemaire ausgefiihrten Bestimmung, den einer Biose 
entsprechenden N-Gehalt besitzt. In Ubereinstimmung mit dieser 
Auffassung fand ich. daf dieser Zucker von Torula monosa 
nicht vergoren wird. Wenn aber der Harn, vor oder nach 
der Garung der Glukose, in der von Pavy fiir die Rohrzucker- 
inversion empfohlenen Weise,') mit Citronenséiure zu einem 





1) Pavy, The physiology of the carbohydrates. London 1894, p. 74. 
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Gehalt van 2 °/o versetzt und dann 7 Minuten gekocht wird, 
entsteht Zucker, welcher von Torula monosa angegriffen wird. 
Da der Gehalt des Harns an «Isomaltose» nur dufBerst gering 
ist, habe ich die Natur des bei der Hydrolyse freiwerdenden 
Zuckers nicht untersuchen kénnen. Es ware dafiir notig, aus 
einer groBen Harnmenge mittels Benzoylchlorid und Natron- 
lauge bereitete Kohlenhydratester mit Natriumathylat zu zer- 
legen, und dann die Isomaltose nach Vergérung der Glukose 
zu isolieren. Wohl aber habe ich mit meiner Methode den Ge- 
halt des Harns an «Isomaltose» nach Inversion, als Glukose 
berechnet, bestimmen kénnen. Durch Kochen mit 2 °/oiger 
Citronenséure wahrend 7 Minuten wird das Harndextrin nicht 
merkbar angegriffen. Wird der Harn, nach Kochen mit Citronen- 
siure und Vergérung mit Torula monosa, 10 Minuten mit Salz- 
sdure gekocht, wie das bei der Cammidgeschen Reaktion 
gebriuchlich ist, so nimmt das Reduktionsvermégen wieder zu 
und kénnen, falls diese Zunahme nicht zu klein ist, mit Phenyl- 
hydrazin die Cammidgeschen Krystalle erhalten werden. 
Ich gebe hier einige Beispiele. Zuerst wurde der Harn, 
einmal unverindert, A, dann nach Vergiren mit Torula monosa, B, 
nach Benedict titriert. Die Differenz, A—B, ergab den Glukose- 
gehalt. Dann wurde der vergorene Harn mit Citronensaure 
gekocht, titriert, C, mit Torula vergoren und wieder titriert, D. 
C—D gibt also den Gehalt an Isomaltose, als Glukose berechnet. 
Ein Teil des vergorenen Harnes, B, wurde nach Zusatz von 
Salzsiure, zu 1 °/o HCl, 10 Minuten auf dem Sandbad gekocht 
und titriert, E. Jetzt ist nicht nur die Isomaltose, sondern auch 
das Dextrin hydrolysiert worden. Wie Pekelharing und 
Van Hoogenhuyze fanden,!) wird aber in der Weise aus 
dem Harndextrin Zucker gebildet, dessen Osazon einen nicht 
mit demjenigen eines Monosazons tibereinstimmenden N-Gehalt 
besitzt. Es diirfte also erwartet werden, daf nach Vergiérung 
des mit Salzsiéiure gekochten Harnes, durch die Titration, F, 
wieder der Gehalt an Isomaltose gefunden werden sollte. Diese 
Erwartung wurde tatsichlich bestatigt, wie aus der folgenden 


') Pekelharing und Van Hoogenhuyze, Diese Zeitschrift, 
Bd. 91, S. 151. 
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Tabelle hervorgeht. Alle Zahlen geben die Reduktion an in 
Prozenten Glukose ausgedriickt. 
























































Tabelle. 

mae - peermeres _ = ee | 

| | | E—B | 
A B | C > | &E , A—B Iso- si 7 
| maltose S0- SO- 
| | Glukose -+- Dex- | maltose | maltose 

| | trin | 
1. | 0,091 0,078 0,092 | 0,085 | 0,101 0,093] 0,013 | 0,023 | 0,007 | 0,008 
I. | 0,089 | 0,081 | 0,098 | 0,089 | 0,109 | 0,100} 0,008 | 0,028 | 0,009 | 0,009 
III. | 0,076 0,068 | 0,085 | 0,077 | 0,094 0,086] 0,008 | 0,026 | 0,008 | 0,008 
IV. | 0,123 | 0,109 | 0,132 | 0,118 0,138 0,124] 0,014 | 0,029 | 0,014 | 0,014 
V. | 0,112 | 0,105 | 0,118 | 0,110 | 0,129} 0,121] 0,007 | 0,024 | 0,008 | 0,008 
VI. | 0,091 | 0,078 | 0,094 | 0,087 | 0,103 0,097] 0,013 | 0,025 | 0,007 | 0,006 

Die Ubereinstimmung der Befunde in bezug auf den Iso- 


maltosegehalt bei der Bestimmung einerseits in dem nur mit 
Citronensaéure gekochten, anderseits in dem mit Salzsaure 
gekochten Harn, zeigt wohl die Zuverlissigkeit der Methode. 

Auch ist aus der Differenz von Isomaltose-}+ Dextrin und 
Isomaltose der Dextringehalt, als Glukose berechnet, abzuleiten. 

In einigen Fallen habe ich die drei Kohlenhydrate in der 
Weise bestimmt, dai die Vergirung nach dem Kochen mit 


Salzsaéure unterlassen wurde. 


So erhielt ich folgende Zahlen, 


welche die der Reduktion entsprechenden Glukosemenge auf 
100 ccm Harn angeben. 


Vor Géarung 0,252 \ 
Nach » 0,235 f 
Vor Giarung 0,270 \ 
Nach > 0,237 f 
Vor Géarung 0,184 — 
Nach » 0,165 } 
Vor Géarung 0,231 \ 


Nach » 0,214f 


Zitronensaure 0,2 


Glukose 0,017 


Zitronensaure 0,248 \ 


Glukose 0,033 


Zitronensaure 0,175 ) 
f Isomaltose 0,010 


Glukose 0,019 


Nach Garung 0,165 


Glukose ¢,017 


Zitronensaure 0,221 


Nach Girung 0,213 J 


50 
\ Isomaltose 0,012 


Nach Garung 0,238 f 


Nach Garung 0,237 J 


Isomaltose 9,011 


Isomaltose 0,008 


HCl 0,248 


HC] 0,247 


HCl 0,173 


HCI 0,217 


Dextrin 0,010 


Dextrin 0,010 


Dextrin 0,608 


Dextrin 0,004 


Der Nachweis einer alimentaéren Glukosurie beim normalen 
Menschen war bis jetzt nur méglich, durch die Zufuhr von so 
groBen Kohlenhydratmengen, da der Organismus formlich mit 
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Zucker iiberschwemmt wurde. Die hier beschriebene Methode 
erlaubt aber einen viel feineren Nachweis. 

Ich habe bei einigen gesunden, meistens jungen Personen, 
Studenten, Laboranten, Laboratoriumsbeamten, den Harn vor 
und nach der Einnahme von 25, 50, einmal 100 g Glukose 
untersucht und 6fters eine deutliche Vermehrung des Harnzuckers 
nach der Glukosezufuhr feststellen konnen. Der Harn der Ver- 
suchspersonen war gewodhnlich schon friiher aus anderen 
Griinden von mir untersucht worden und normal befunden. 

Die Versuche wurden so angestellt, daf der von 8 bis 
12 Uhr morgens ausgeschiedene Harn gewohnlich mit dem am 
folgenden Tage in derselben Periode, nachdem um 8 Uhr 
Glukose in 100 ccm Wasser aufgenommen war, gesammelten 
Harn verglichen wurde. In einigen Fallen fand die Glukose- 
aufnahme um 12 Uhr statt und wurde der von 12 bis 4 Uhr 
am selben Tage ausgeschiedene Harn untersucht. Die Wahl 
der Nahrung wurde den Versuchspersonen freigelassen, unter 
der Bedingung, dafi dieselbe wahrend des Versuchs nicht ge- 
aindert wurde. 

Erstens wurde der Gehalt an Glukose bestimmt, zweitens 
der Gehalt an mittels Kochen des vergorenen Harns mit Citronen- 
siure aus Isomaltose entstandener Monose. Die Ergebnisse 
gehen aus folgender Tabelle hervor: 











Tabelle. 
Fn _________} 
|. Monose 
y ea Glukose | Harn- Glukose nach Kochen mit 
easil vii menge Citronensaure 
nummer | Homme total total 
g ccm °/o g %F0 g 
I 340 0,006 0,020 0,006 0,020 


25 386 0,009 | 0,035 | 0,006 | 0,023 





244 0,011 | 0,026 | 0.015 | 0,037 
25 434 0,009 | 0,039 | 0,007 | 0,030 








150 0,009 | 0,014 | 0,015 | 0,023 
2 | 243 0.012 | 0,029 | 0,008 | 0,019 
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(Fortsetzung.) 


nn ______ 







































































Monose 

Verne Glukose | Harn- Glukose nach Kochen mit 
aufge- menge Citronensiure 

nummer | Hommen total total 

g ccm 99 g %/o g 

IV. 100 0,011 0,011 0,016 0,016 
25 188 0,014 0,026 0,018 0,034 

V 194 0,010 0,019 0,016 0,031 
25 206 0,014 0,029 0,020 0,041 

VI. 345 0,007 0,024 0,007 0,024 
25 148 0,018 0,027 0,024 0,036 

VII 353 0,006 0,021 0,006 0,024 
; 25 485 0,005 0,024 0,008 0,039 
_— 118 | 0014 | 0017 | 0014 | 0017 
25 204 | 0,021 0,043 0,012 0,024 

1X 198 0,054 0,107 0,008 0,016 
25 2301) | 0,156 0,359 0,021 0,048 

X 190 0,015 0,029 0,012 0,023 
50 150 0,020 0,032 0,017 0,026 
XI 595 0,003 0,018 0,003 0,018 
50 170 0,020 0,034 0,013 0,026 
XII 275 0,008 0,022 0,006 0,017 
50 150 0,020 0,030 0,012 0,018 
XU 146 0,027 0,039 0,012 0,018 
- 50 550 0,014 0,077 0,006 0,033 
XIV 250 0,019 0,048 0,008 0,020 
50 260 0,028 0,073 0,009 0,023 
XV 150') | 0,044 0,060 0,018 0,027 
50 345 0,026 0,090 0,009 0,031 
XVI 290 0,013 0,038 0,006 0,017 
50 710 0,006 0,043 0,003 0.021 
XVII 170 0,012 0,020 0,009 0,015 
100 365 0,016 | 0,058 0,009 0,033 























!) Nylandersche Probe fiel schwach positiv aus. 
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In allen Fallen wurde, auch wenn nur 25 g Glukose auf- 
genommen war, die Glukoseausscheidung erhoht gefunden, wenn 
auch, infolge erhdhter Diurese, der Glukosegehalt bisweilen 
kleiner war. Die Vermehrung war aber so unbedeutend, auch 
nach der Aufnahme von 50 und, in Nr. 17, sogar nach der 
Aufnahme von 100 g Glukose, daf dieselbe mit der bis jetzt 
gebriuchlichen Methode nicht sicher nachgewiesen werden 
kénnte. Auch die Ausscheidung von Isomaltose hatte, mit Aus- 
schlu8 von Fall Nr. 2 und 3, obgleich 6fters so wenig, daf 
die Differenz innerhalb der Fehlergrenzen fallt, zugenommen. 

Nur im Fall Nr. 9, wo der Harn einen ungewohnlich hohen 
Glukosegehalt zeigte (0,054°/0), obwohl der Harn vor der Zucker- 
aufnahme mit Nylanders Probe keinen positiven Ausschlag 
gab, zeigte sich eine nicht ganz unbedeutende Vermehrung, nicht 
nur der Glukose —, sondern auch der Isomaltoseausscheidung. 

Der Fall Nr. 9 betraf einen tibrigens gesunden Mann, 
der eine abnorm geringe Toleranz fiir Kohlenhydrate besaB, 
dessen Harn nur bei einer ziemlich kohlenhydratarmen Nahrung 
sich, mit den in der Klinik tiblichen Methoden untersucht, 
«zuckerfrei» erwies. An 7 Tagen, im Verlauf von 2 Monaten, 
habe ich den Harn dieses Mannes, bei einer Diaét, welche nicht 
genau geregelt war, wo aber stets MaBigkeit im Gebrauch von 
Kohlenhydraten betrachtet wurde, mit dieser Methode unter- 
sucht. Viermal (Nr. 1, 2, 3 und 4) wurde der von 8 Uhr vor- 
mittags bis 5 oder 1 Uhr am selben Tage ausgeschiedene Harn 
untersucht, die anderen dreimal (Nr. 5, 6 und 7) der in 
24 Stunden gesammelte Harn. 

In Nr. 4, 5 und 6 wurde auch der Gehalt an Isomaltose 
in dem erst vergorenen, dann mit Salzsiéure gekochten Harn 
mittels Torula monosa bestimmt. Die in der Weise erhaltenen 
Zahlen folgen in der nebenstehenden Tabelle. 

Bei vollig gesunden Personen habe ich, ohne Riicksicht 
auf die Nahrung oder auf die Tageszeit, in welcher der Harn 
gelassen wurde, zu nehmen, in 174 Fillen den Glukosegehalt, 
in 84 Fallen auch den Isomaltosegehalt bestimmt. Ich fand: 
Glukose im Mittel 0,012 °/o (Max. 0,033 °/o, Min. 0,002°/o) 
Isomaltose » >» 0,012 °%o ( » 0,023%o, » 0,003%/o). 
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Uber die Bestimmung kleiner Zuckermengen im Harn. 


Tabelle. 






Glukose Isomaltose 























man total total 

ccm 0 g | 9 g 

1. | 400 (9Stunden) | 0,042 | 0,168 | an ‘de 
m | 440 (9 » ) | 0066 | 0290 | — - 
m. | 210 (5 » ) | 0047 | 0,099 ‘ds ve 
Iv. | 250 (5 » ) | 0049 | 0,123 | 0,023 | 0,058 
v.| 1140 24 » ) | 0036 | 0410 | 0015 | 0,171 
vi. | 1330 (24 » ) | 0026 | 0,346 | 0,028 | 0372 
vi. | 1500 (24 » ) | 0,030 | 0,450 Sa i 


bestimmung im Harne erreicht werden kann. 


Es scheint mir, dai die Methode auch in der Klinik mit 
Vorteil zu verwenden sein wird. Sie erméglicht eine viel ge- 
nauere Beurteilung des Einflusses der Diat bei Glukosurie und 
eine bessere Entscheidung in zweifelhaften Fallen von Diabetes, 
als mit den bis jetzt gebriuchlichen Methoden von Zucker- 
Nur ist darauf 
zu achten, dafi beim Titrieren mit der Benedictschen Kupfer- 
losung die angegebenen Vorsichtsmafregeln nicht ohne Nach- 
teil fiir die Zuverlassigkeit der Bestimmung vernachlissigt 
werden k6nnen. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XCV. 
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Zur Kenntnis des Bilirubins. 


Von 


Hans Fischer. 





(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Miinchen.) 
(Der Redaktion zugegangen am 18. Juli 1915.) 


Gelegentlich der Gewinnung des Urinporphyrins machte 
ich die Beobachtung, dai mindestens ein Teil dieses KOrpers 
gepaart an Eiweif im Urin vorkommt, und es lag der Ge- 
danke nahe, da auch das Bilirubin in dieser Form im Urin 
und in der Galle vorhanden sei. Dies scheint tatsaéchlich zum Teil 
der Fall zu sein, jedoch miissen zu naherer Feststellung erst 
grofere Harnmengen Gelbsiichtiger!) untersucht werden, was 
ich beabsichtige. Ebenso soll Galle daraufhin untersucht 
werden, in welcher Form das Bilirubin in ihr enthalten ist. 

Fragen wir uns nun, ob nicht vielleicht bereits die Zu- 
sammensetzung der Rindergallensteine hieritiber Auskunft geben 
kann, so finden wir schon bei W. Kiister?) die Angabe, dai 
er aus Rindergallensteinen mit Hilfe von Eisessig «Choleprasin>, 
das er als ein Eiweifderivat ansah, isoliert habe. Ich fand 
dann, dafi bei der Behandlung der Rindergallensteine mit ver- 
diinnter Salzséure EiweiB%) in Lésung geht, wahrend ein Teil 
zuriickbleibt, und machte diesen EiweiSgehalt der Gallensteine 
fiir die schrittweise Zersetzung der Bilirubinsalze verantwort- 
lich. Viel naher liegt es nun, eine direkte Verbindung von 
Eiweif mit Bilirubin anzunehmen, die die nur allméhliche Auf- 
scfffefung der Rindergallensteine vollig erklart. Aber noch 
eine zweite Frage wiirde so ihre Beantwortung finden. Die 


‘) Handbuch der biochem. Arbeitsmethoden, Bd. II, S. 639. 


*) Diese Zeitschrift, Bd. 73, S. 217. 
*) Die Angaben der Lehrbiicher, dafi sich aus dem ikterischen Harn 


bei essigsaurer Reaktion Bilirubin durch Chloroform mit goldgelber Farbe 
ausschiitteln lasse, gilt nur fiir den geringsten Teil des Farbstoffes. Weit- 


aus die Hauptmenge bleibt zuriick. 
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Analysen aller Forscher, die sich bis jetzt mit dem Bilirubin 
beschaftigt haben, stimmen gut mit der von Stadeler auf- 
gestellten Formel C,,H,,0,N,, bez. (C,,H,,O,N,)x tiberein, 
wihrend ich fiir Mesobilirubin die Zusammensetzung C,,H,,N,O, 
und fiir Mesobilirubinogen = Hemibilirubin die Zusammen- 
setzung C,,H,,H,O,, also eine Differenz von einem Kohlenstoff- 
atom fand. Fiir die Aufstellung der Bilirubinformel sind diese 
Derivate geeigneter, weil sie sich leicht umkrystallisieren lassen, 
wihrend dies fiir das Bilirubin bis jetzt (vgl. unten) nicht der 
Fall war. In der 6. Mitteilung tiber Gallenfarbstoffe!) vertrat 
ich daher die Meinung, das Bilirubin méchte ein Gemisch zweier 
verschiedener KO6rper sein. 

In viel einfacherer Weise aber wiirde diese Differenz 
sich aufklaren, wenn Bilirubin noch Eiweif oder einen eiweif- 
ihnlichen Korper als Verunreinigung enthielte. Beobachtungen, 
die in diesem Sinne sprachen, haben wir schon friiher gemacht. 
Bei den Reduktionen mit Jodwasserstoffséure war stets Geruch 
nach Schwefelwasserstoff bemerkbar, und die Ausbeute an 
Mesobilirubinogen — Hemibilirubin war desto besser, je hoher 
der Kohlenstoffgehalt des angewandten Bilirubins war. 

Ich habe nun viele Bilirubinpraparate auf Schwefel ge- 
priift und sie siamtlich schwefelhaltig gefunden, wihrend 
Mesobilirubinogen und Mesobilirubin schwefelfrei sind. Hier- 
durch erklirt sich der zu niedrig gefundene Kohlenstoffgehalt 
der Bilirubinpraparate in zwangloser Weise. Als Beispiel sei 
die Analyse eines der am schonsten krystallisierten Praparate 
angefiihrt. 0,4205 g Substanz gaben 0,0029 g Baryumsulfat. 
Dies entspricht 0,094°/o Schwefel. Ich versuchte nun den 
Schwefel zu entfernen, in der stillschweigenden Voraussetzung, 
dafi er durch Eiweifgehalt bedingt sei. Dementsprechend wgur- 
den 5 g des eben erwiéhnten Priparates 2 Stunden lang mit 
100 ccm Eisessig ausgekocht und das erhaltene Priparat mit 
Ammoniak und Eisessig umgefallt. Die Analyse ergab hiernach: 
0,1399 g Substanz gaben 0,3443 g Kohlensiéure und 0,0863 g 
Wasser. 





') Zeitschrift fiir Biologie, Bd. 65, S. 163. (Nicht referiert im 
chemischen Zentralblatt.) 
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CysH,,0,N, Mgw 584,33. — Ber.: C 67,77 HH 621 N 9,59 
Gef.: 67,12 6,91 _ 

Die Formel mit 32 Kohlenstoffatomen verlangt C 67,09, 
H 6,34, und es ist bemerkenswert, dafi der Kohlenstoffwert 
bereits die verlangte Zahl tiberschritten hat, wahrend man in 
der Regel zu wenig Kohlenstoff findet. Das Praparat erwies 
sich bei der qualitativen Schwefelprobe (mit Nitroprussidnatrium) 
noch als schwefelhaltig und wurde deshalb abermals der 
gleichen Behandlung unterzogen. Die Analyse ergab hiernach: 

0,1394 g Substanz gaben 0,3434 g Kohlensaéure und 
0,0844 g Wasser. 0,1416 g Substanz gaben 12,7 ccm N bei 
22° und 713 mm Hg. 0,2298 g Substanz hinterliefen keine 
wiagbare Menge Asche. 0,3255 g Substanz gaben 0,0018 g 
Baryumsulfat. 

Gef.: C 67,18 H 6,77 N 9,57 S 0,08. 

Es war also nicht gelungen den Schwefelgehalt giinzlich 
zu entfernen und es kann keinem Zweifel unterliegen, dafi der 
wahre Kohlenstoffgehalt des Bilirubins hodher liegt und die 
Zusammensetzung des Bilirubins, entsprechend den 
Formeln und dem Molekulargewicht des Mesobili- 
rubins und Mesobilirubinogens, C,,H,,N,0, ist. 

Ubrigens michte ich nicht unerwahnt lassen, daB die 
von W. Kiister, Diese Zeitschrift, Bd. 94, S. 153, angefiihrten 
Analysen des Bilirubinammoniums?) viel besser auf die Formel 
mit 33 Kohlenstoffatomen stimmen und ebenso die Bd. 91, 
5. 72 angefiihrten des Bilirubins aus bilirubinsaurem Ammoniak. 
Die dort angefiihrten Analysen zeigen einen zu hohen Stickstoff- 
gehalt, weil offenbar das Ammoniak bei 110°, wie tbrigens 
auch die dort angefiihrte Ammoniakbestimmung beweist, nicht 
vollig entweicht, wiihrend trotzdem der Kohlenstoff (fir C,,) 
zu hoch befunden wurde. 


') Neuerdings hat Kiister (I. c.) gefunden, dafs sich das Bilirubin 
in Form dieses Salzes leicht umkrystallisieren aft. 





Das Vorkommen der Arginase im tierischen Organismus 
und ihr Nachweis mittels der Formoltitration. 
Von 


S. Edlbacher. 


(Aus dem physiologischen Institut in Heidelberg.) 





(Der Redaktion zugegangen am 19. Juli 1915.) 


Die vorliegenden Untersuchungen stellen eine Nachpriifung 
von Versuchen dar, die von Herrn Dr. A. Clementi auf An- 
regung und unter Leitung des Herrn Professor A. Kossel aus- 
gefiihrt wurden und deren Verdffentlichung in dieser Zeitschrift 
in Aussicht genommen, aber durch die politischen Verhaltnisse 
verhindert wurde.’) 

Der Gedanke, der denselben zugrunde liegt, ist folgender: 
Wie schon Sérensen?) nachgewiesen hat, enthalt das Arginin 
nur ein formoltitrierbares Stickstoffatom. Nun wird durch die 
Wirkung der Arginase das Arginin nach folgender Gleichung 
zerlegt: 


NAL Ni 
C—NH c=0 
ha NH, 
CH, 4+ H,0 = CH,—NH, 
(H,) CH), 
CH—NH, éH—Nu, 
boon (oon 


Arginin -- Wasser = Harnstoff -+- Ornithin. 


1) A. Clementi: Vortrag auf dem Physiologen-KongreB in Gro- 
ningen. Sept. 1913 (s. Archives internationales de Physiologie. Vol. XIV, 
S. 59). Ferner A. Clementi: Rendiconti della R. Accademia dei Lincei 
1914. Bd. XXIII, p. 517 u. 612. 

*) S6rensen: Biochem. Zeitschr., Bd. 7, S. 85. 








82 S. Edlbacher, 


Da im Arginin nur das a-N-Atom formoltitrierbar ist und 
der gebildete Harnstoff keinen formoltitrierbaren Stickstoff be- 
sitzt, wohl aber im Ornithin beide Amidogruppen diese Reaktion 
eingehen, so folgt daraus, daf, wenn man den im Arginin vor- 
handenen Formolstickstoff mit 100°/o ansetzt, dieser Wert bei 
vollkommem Verlauf obiger Reaktion auf 200°/o steigen muB. 

In der Tat verhalt sich auch eine neutrale Lésung von 
Argininchlorid, deren Titer durch Kjeldahl und Formol-N-Be- 
stimmungen genau festgestellt ist, beim fermentativen Abbau 
durch Leberarginase nach dieser Art, wortiber weiter unten 
noch berichtet werden soll. 

Wir besitzen daher in dieser Methode ein bequemes Mittel, 
um das Vorkommen der Arginase in den verschiedenen Organen 
und Organismen zu studieren und zugleich eine Methode, welche 
es gestattet, die, durch das von Kossel und Dakin’) aus- 
gearbeitete Verfahren, gewonnenen Resultate zu kontrollieren. 
Die Ergebnisse, soweit sie bis jetzt ermittelt wurden, sind am 
Schlusse zusammenfassend dargestellt. 


Technisches. 


Das zu den Versuchen verwendete Arginin wurde aus 
Edestin nach der bekannten Methode als Carbonat erhalten 
und als Chlorid verwendet. Das Carbonat wurde zu diesem 
Zwecke in Wasser gelést und mit verdiinnter Salzsdure gegen 
Azolithminpapier genau neutralisiert und zwar unter Zuhilfe- 
nahme der S6rensenschen Phosphatmischungen von bekannter 
H-Ionenkonzentration. In dieser Lésung wurde nun der Ge- 
samtstickstoff nach Kjeldahl und der Formolstickstoff nach 
Sérensen ein fiir allemal ermittelt und diese Stammldésung 
unter Toluolzusatz im Dunkel und bei niedriger Temperatur 
aufbewahrt. Sie erwies sich noch nach 4 Wochen als voll- 
kommen fehlerfrei. 

15 ccm Argininlésung verbrauchten 42,6 ccm 2/10-H,SO, 


= 0,05964 g N in 15 ccm 
oder 3,976 mg N >» 1 » 





‘) Kossel und Dakin, Diese Zeitschrift, Bd. 42, 5S. 181, 1904. 
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was einem Wert von 0,994 mg formoltitrierbarem N in 1 ccm 
entspricht. (‘/4 des Gesamt-N.) 





Formoltitration: 
a) Probe: b) Kontrolle: 
10 ccm Argininlésung : 10 ccm Wasser 
5 » Formol -++ Phenolphthalein 5 » Formol + Phenolphthalein 
verbrauchten 4,2 ccm "/s-NaOQH 0,6 ccm ®/s-NaQH 
minus ~ » 1/5-NaOH plus 3,6 » Wasser. 


3,6 
Gleiches Stadium in beiden Proben. (Deutlich rot.) 
Gefunden: 10,08 mg Formol-N in 10 ccm 
> 101,4°/o > 


Berechnet: 100,0 °/o > 
Sérensen') fand bei der Titration von Argininchlorid: 
99 101 104 
99.5 100,5 101 
99 100,3 100 


In den meisten der untersuchten Fallen wurden 5 g der 
ganz frischen Organe zunachst grob zerkleinert und dann mit 
Quarzsand sorgfiltigst verrieben; dann wurden 25 ccm destil- 
liertes Wasser zugesetzt, umgeschiittelt und ca. 10 Minuten im 
Reagierglas absetzen gelassen. Die tiber dem Bodensatze 
stehende feine Suspension des Organbreis wurde abgegossen, 
durchgeschiittelt und nun je 5 ccm in kleine Erlenmeyersche 
Kélbchen abpipettiert. 

Auf diese Art gelangte also auch die Organsubstanz selbst 
nicht nur ihr wasseriger Extrakt zur Reaktion. 

In den Fillen, wo von dieser Methode abgewichen wurde, 
ist dies besonders erwéhnt. 

Anbei ein Beispiel: 

Organ: Kalblebersuspension. 


a) Probe: b) Kontrolle: 
5 ccm Suspension 5 ccm Suspension 
5 » Argininlésung 5 » Wasser 
2 » Toluol 2 » Toluol. 
6 Stunden im Brutschrank digeriert. 
5 ccm Formolmischung *) 5 ccm Formolmischung. 


Titration mit "/s-NaOH bis zur starken Rotfarbung. 





1) S6rensen, I. c. 
*) 50 ccm Formol -+ 1 ccm 0,5°/o Phenolphthalein. 
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a) Probe: b) Kontrolle: 
“verbrauchte /s-NaOH: 
3,9 ccm 0,6 ccm 
0,6 » 





Differenz 3,3 ccm 
Um gleiche Volumen zu erhalten, wurde nun diese Differenz 
(3,3 ccm) als Wasser zur Kontrolle zugesetzt, was aber in 
keinem Falle eine Anderung des Farbtones verursachte. 
Gefunden: 9,24 mg Formol-N. 
In Prozenten: 
Gefunden: 185,9 °/o 
Berechnet: 200,0 °/o, 
also fast vollkommener Abbau. Bei 14stiindigem Digerieren 
stieg der Wert dann auf 196°/o, tiber welche Zahl er auch 


nach 48 Stunden nicht hinausschritt. 
Es sind in der folgenden Tabelle die Resultate mit Leber- 
suspension der verschiedenen untersuchten Tiere zusammen- 


gefabt: 


Versuche mit Lebersuspension. 











; Ar- 
7 iil Rie - 4 ea ginase 
Tierart pe ee n/5- in| For- |, YO | Indikator 
sion | lésung| yaoH |Stun-| mol-N handen 
ccm | cem com | den} % Bese 9 
eer 5 5 3,3 24 | 185,9| -+- | Phenolphthalein 
Homd....+s 5 5 3,4 24 | 1916); + > 
ee 5 5 3,4 24 | 191,6; + » 
Rattes.. + « 5 5 3,4 18 | 191,6; -+- > 
Meerschwein. . 5 5 3,5 20 | 197,14; + > 
Huhn..... 5 5 1,8 36 | 1014; — > 
Tame... « « 5 5 1,8 36 | 1014; — > 
Proseh «« «+ 5 5 3,4 12 | 191.6; + > 
Blindschleiche .| = 5 5 1,8 24 | 1014; — , 
Ringelnatter . . 5 5 1,8 24 | 101.4; — > 























Die angefiihrten Versuche bestatigen die Beobachtungen 
von Clementi. Um die sichere Abwesenheit der Arginase in 
der Vogelleber festzustellen, untersuchte er auch den PreBsaft 
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von Hiihnerleber, der mit der Buchnerschen Presse gewonnen 
wurde. Er fand auch in diesem Falle keine Wirkung, was 
sich mit meinen Beobachtungen vdollig deckt: 

5 cem Prefsaft verbrauchten 1,8 ccm "/s-NaQH, d. i. = 
101,4°/o Formolstickstoff. 

Es folgen nun Versuche mit Suspensionen von verschie- 

















Ar- Ver- + | Ge- Ar- 
sung) NaOH |Stun-| mol-N angen’ kator 
cem | cem | en} % | nicht? 
Kalb Tien | & | Om | O01 s0R8) me -leneeee 
_— Niere 4) 1,8 48 | 1014; — : 
Hund Milz 5 1,9 36 | 107,00; — > 
> Niere 5 1,7 36 95,7; — > 
Katze » 5 1,8 36 | 1014) — » 
> Milz 5 1,8 24 | 101,4| — > 
> Hoden 5 1,7 24 95,7; — > 
> Gehirn 5 1,8 24 | 1014); — . 
> « - » | Darmschleimhaat 5 1,8 36 | 101,4; — > 
Meerschwein Niere 5 1,8 24 | 1014; — » 
> Milz 5 1,9 24 | 107,0; — > 
Halbm..«. «+ Niere 5 1,8 48 | 1014; — > 
Taube... > 5 1,8 36 | 101,4) — > 
Ringelnatter > 5 1,7 36 95,7, — > 





























Es konnte also in keinem der untersuchten Falle Arginase 
nachgewiesen werden, im Gegensatz zu Clementi, der ihre 
Gegenwart in der Vogelniere gefunden haben will. 

Es folgen nun einige Versuche mit Organprefsaften, welche 
mit der Buchnerschen Presse dargestellt wurden: 

Und zwar: 

Vom Hund: Milz, Niere. 

Von der Katze: Milz, Niere und Darmschleimhaut. 

In keinem Falle war Arginase nachweisbar und die er- 
haltenen Prozentzahlen schwanken nur zwischen 95 und 102°/o 


Formolstickstoff. 
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Da moglicherweise das Blut einen Einflu® auf die Tatig- 
keit des Fermentes ausiibt, wurde eine Katze dadurch voll- 
kommen entblutet, daB sie mit physiologischer Kochsalzlésung 
durchspiilt wurde und diese ganz blutfreien Organe gepriift. 
Es kamen zur Untersuchung: 

Leber, Niere, Milz, Hoden, Darmschleimhaut und Gehirn. 

Es erwies sich die Gegenwart nur in der Leber (192°/o), 
wihrend alle andern Organe negatives Resultat zeigten. 

Serum von Hund und Katze enthalten ebenfalls keine 
Arginase. 

Auch zeigte es sich, daB ein Zusatz von Serum zu den 
verschiedenen blutfreien Organsuspensionen keinen aktivierenden 
Einflu8 ausiibt, Versuche, auf deren ausfiihrliche Beschreibung 
wegen des negativen Resultates verzichtet werden soll. 


Zusammenfassung. 


1. Die S6rensensche Formoltitration ist ein bequemes 
und duferst zuverlissiges Mittel zum Nachweis der Arginase. 

Es ist fiir die meisten Zwecke dem dlteren von A. Kossel 
und H. D. Dakin angegebenen Verfahren vorzuziehen. 

2. Soweit meine Untersuchungen reichten, kommt die 
Arginase in keinem andern Organe als in der Leber vor; 
sie fehlt jedoch in der Leber der V6gel und Reptilien, wie 
auch Clementi beobachtet hat. Die von Clementi hervor- 
gehobene Beziehung zur Harnstoffbildung in der Leber wird 
daher bestatigt. 

3. Die Gegenwart dieses Fermentes in den Nieren der 
Vigel konnte ich im Gegensatze zu Clementi nicht bestatigen. 

4. Kossel und Dakin fanden die Arginase mittels ihres 
gewichtsanalytischen Verfahrens') in Niere, Thymus und Darm- 
schleimhaut. Diese Resultate sind dahin zu berichtigen, daf 
es durch die Formoltitration nicht gelingt, in diesen Organen 
Arginasewirkung nachzuweisen. 

5. Die Versuchsergebnisse sind die gleichen, einerlei ob 
man mit bluthaltigen oder blutfreien Organen arbeitet. 





‘) Kossel und Dakin, Diese Zeitschrift, Bd. 42, S. 184. 
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6. Durch Zusatz von Serum ist es mir nicht gelungen, 
in unwirksamen Organsuspensionen und Prefisiften Arginase- 
wirkung zu aktivieren. 

Es ist mir eine angenehme Pflicht, Herrn Professor 
Ay Kossel fiir die Anregung zu obigen Versuchen und fiir seine 
Ratschlage an dieser Stelle meinen verbindlichsten Dank aus- 
zusprechen. 











Kolorimetrische Bestimmung der Blutharnsaure. 


Von 
H. F. Host. 





(Aus dem physiologischen Institut der Universitat zu Kristiania [Prof. Dr. S. Torup].) 
(Der Redaktion zugegangen am 30, Juli 1915.) 


Die quantitative Bestimmung der Harnsaure im Blut ist bis 
zu den letzten Jahren verschiedentlich auf praktische Schwierig- 
keiten gestoBen, deren Grund teilweise in den geringen Harn- 
siiuremengen des Bluts gesucht werden muf und teilweise in 
dem hohen Gehalt des Bluts an Eiweifstoffen. 

Garrod!') hat als erster Methoden zur Bestimmung der 
Harnsdure des Bluts angegeben, doch brachten dieselben auf 
Grund ihrer Ungenauigkeit wenig zuverlissige Ergebnisse. 
Spéter hat man sich zu diesem Zweck im wesentlichen der 
Silberfallungsmethode Salkowskis und der Kupfermethode 
Kriigers mit den vielfachen Abianderungen, die dieselben er- 
fuhren, bedient. 

Diese beiden Methoden benétigen, um zuverliassige Er- 
gebnisse zu zeigen, verhiltnismafig grofe Blutmengen — 
100—200 cem —, und da Methoden, welche die Anwendung 
so groBer Blutmengen bedingen, natiirlich fiir klinischen Ge- 
brauch nicht sehr anwendbar sind, ist unsere Kenntnis zur 
Blutharnsaéure auch ziemlich mangelhaft. 

Vor etwa zwei Jahren ver6ffentlichten Folin und Denis?) 
eine kolorimetrische Methode fiir die Bestimmung der Harn- 
sdure des Bluts. Das Prinzip dieser Methode ist das namliche 
wie in der schon friiher von mir gepriiften und beschriebenen 





') Medicochirurg. Transact., Bd. XXV, S. 83; Bd. XXXVII, S. 49, be- 
richtetin: Brugschund Schittenhelm: «Der Nucleinstoffwechsel>», S. 61. 
*) Journ. of biol. Chem., Bd. XIII, S. 469, Bd. XIV, S. 29. 
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kolorimetrischen Bestimmung der Harnséure des Harns.') Bei 
Anwendung der Methode fiir Blutbestimmungen wird die Harn- 
siure in dhnlicher Weise wie bei Salkowski isoliert, um 
zuletzt kolorimetrisch bestimmt zu werden. Hierdurck vermeidet 
man den Fehler, der meinen Untersuchungen zufolge mit der 
Anwendung der Methode fiir Harnbestimmungen verbunden ist, 
wo naémlich Folin und Macallum?) die Harnsaure nicht 
isolieren, sondern dieselbe in dem eingedampften Harn be- 
stimmen, dem nur die in Atheralkohol léslichen Bestandteile 
entzogen sind. 

Fir die Bestimmung der Harnsaéuremenge im Blut hat 
diese Methode vor den ehedem benutzten den erheblichen Vor- 
teil, daB sie, aufer einfacher zu sein, die Bestimmung sehr 
viel geringerer Mengen Harnsaure erméglicht, so daf man nur 
einen Bruchteil der Blutmenge — Folin schreibt 20—25 ccm 
vor —, welche die obenerwéhnten Methoden notgedrungen er- 
fordern, benotigt. 

Folins Methode ist spiter von Steinitz*) und Land- 
mann,*) sowie von Autenrieth und Funk®) gepriift und nach 
einigen geringeren Abiénderungen zu Harnsiurebestimmungen 
im Blut (Steinitz, Autenrieth und Funk) und in Organ- 
extrakten (Landmann) als sehr brauchbar erfunden worden. 

Die Folin und Denische Methode bezeichnet, falls sie 
sich als generell brauchbar erweisen sollte, zweifellos einen 
grofen Fortschritt in der physiologischen und pathologischen 
Chemie des Bluts; da jedoch Vergleichsanalysen, aufer von 
den Autoren selbst, nur von Steinitz und Landmann®) zur 
Einsicht vorliegen, und die von diesen gewonnenen Erfahrungen 
und Ergebnisse in mehreren Beziehungen nicht ganz mit den 





1) Zeitschrift f. klin. Med., Bd. 81, Heft 1 u. 2, 5. 1. 

*) Journ. of biol. Chem., Bd. XIII, S. 363. 

3) Diese Zeitschrift, Bd. 90, S. 108. 

*) Ibidem, Bd. 92, S. 416. 

5) Miinchn. Med. Wochenschr., 1914, 457. 

6) Autenrieth und Funk sprechen nur von einer vereinzelten 
Vergleichsanalyse, die zudem nicht sehr iiberzeugend wirkt, da es scheint, 
als habe eine Bestimmung des Harnséuregehalts in dem Blut, dem Harn- 
sdure zugefiigt wurde, nicht stattgefunden. 
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von Folin und Denis!) gemachten Angaben ibereinstimmen, 
muB es als zweckmiafig erachtet werden, die Methode einer 
weiteren Priifung zu unterziehen. Ich habe deshalb Vergleichs- 
priifungen mit verschiedenen Sorten Blut angestellt und zwar 
teils mit, teils ohne Zusatz von Harnséure, und sowohl in der 
anfanglichen, von Folin und Denis angegebenen Weise wie 
auch mit den Abinderungen, die Steinitz und Landmann 
vorschlagen oder die ich selbst zweckmafig gefunden habe. 

Ich werde zunichst das Verfahren, bei dem ich stehen- 
geblieben bin, beschreiben und sodann die Einzelheiten jedes 
Abschnittes der Methode genau besprechen. 


Methodik: 


Apparate: Ein Kolorimeter mit hohen schmalen Roéhren, 
die die Beurteilung selbst einer schwach gefirbten Fliissigkeit 
zulassen. Bei meinen Untersuchungen habe ich mich des 
W olffschen Kolorimeters bedient mit Réhren von etwa 15 mm 
Durchmesser und etwa 15 cm Hohe. 

Reagenzien: 1. Harnsaéurelésung. 0,050 g Harnsdure 
werden gewogen und mit Hilfe von etwas Wasser in einen 
100 ccm fassenden Mafkolben gebracht, 6 ccm 0,4°/oige Li- 
thiumearbonatlisung hinzugetan, umgeschiittelt, in kochendes 
Wasserbad gesetzt und ungefahr jede '/2 Minute kraftig bis 
zur Losung geschiittelt, hierzu braucht man etwa 5 Minuten; 
dann fiillt man Wasser auf 100 ccm auf. Von dieser Losung 
werden 20 ccm abgemessen und bis auf 100 ccm verdinnt. 
Hierdurch erhalt man eine Lésung, die 0,10 mg Harnsdure in 
1 cem enthilt. Die Lésung kann sich eine Woche lang halten, 
sollte jedoch, wie bei diesen Versuchen stets beobachtet wurde, 
alle 3 Tage frisch hergestellt werden. Die kurze Erhitzung im 
Wasserbad, wodurch die Lésung der Harnsaure erheblich ge- 
fordert wird, bewirkt keinerlei Destruktion derselben. 

2. Phosphorwolframsiaurelésung (Folin, Denis, Macal- 
lum). 100 g Natrium wolframicum dep. (Merck), 80 ccm 
85°/oige Phosphorséure und 750 ccm Wasser werden am Riick- 





1) Journ. of biol. Chem., Bd. 13, S. 469. 
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fluBkiihler 2 Stunden lang gekocht, abgekiihlt, worauf man 


auf 1 Liter auffiillt. 

Mit Absicht ist Natrium wolfram. dep. statt Natrium 
wolfram. puriss. pro analysi (Merck) gewaéhlt worden, da die 
obige aus Natr. wolfram. dep. hergestellte Phosphorwolfram- 
sdurel6sung mit Harnsdéure und Alkali eine starkere und klarere 
Blaufarbung gibt als die aus Natr. wolfram. puriss. pro analysi 
gewonnene, die bei demselben Verfahren eine mattere, graublaue, 


fiir den kolorimetrischen Vergleich nicht so geeignete Farbe gibt. 

Als Reagens kann statt Phosphorwolframsdurelésung auch eine 
10°/oige Lésung von Phosphormolybdansadure verwandt werden und zwar 
entweder mit einem weiteren Zusatz von Dinatriumphosphatlésung und 
folgendem Aufkochen, so wie Riegler') es bei Harnsiurebestimmungen 
des Harns beobachtet und dessen auch ich*) mich bedient habe, oder 
mit dem Zusatz eines stirkeren Alkalis, z. B. einer konzentrierten Soda- 
lésung ohne Erhitzung, so wie Folin und seine Schiiler zur Anwendung 
bringen. Indessen ergibt Phosphormolybdinsiure mit Harnsdure und 
Alkali eine mehr griinliche und nicht so starke Blaufirbung, wie die von 
Folin anempfohlene Phosphorwolframsaurelésung. Der Unterschied in 
der Farbstarke ist jedoch nicht so grof wie von Folin*) angenommen, 
da Phosphorwolframsaurelésung namlich eine Farbintensitat bringt, die 
bei der Behandlung mit gleichen Mengen Harnsdéure und Alkali etwa 
50°/o stirker ist als die durch Phosphormolybdansaure hervorgebrachte. 
Dieser Unterschied spielt bei Bestimmungen im Harn, wo die Harnsiure- 
menge stets verhaltnismaBig groB ist, keine Rolle, doch bei den kleinsten 
Mengen Harnsiure, mit denen man oft in einer Blutprobe zu arbeiten 
hat, ist der genannte Unterschied der Farbintensitaét von nicht geringer 
Bedeutung. Phosphorwolframssdéurelésung in der von Folin beschriebenen 
Weise, ist daher bei Harnsaurekolorimetrie des Bluts der Phosphormolyb- 
dansaurelésung vorzuziehen. 


3. Formaldehydlésung. Die kaufliche Formaldehydliésung 
(«Formalin», «Formol»), die etwa 35°/o Formaldehyd enthilt, 
wird mit gleichen Teilen Wasser verdiinnt und mit "/10-NaOH- 
Lésung neutralisiert, nachdem ihre Aciditat in einer entnommenen 
Probe mit Phenolphthalein als Indikator bestimmt worden ist. 

Es zeigte sich, daB die bei diesen Versuchen gewonnene 
Lésung, wenn durch das Verfahren G. Romijns‘) bestimmt, 





1) Zeitschr. f. analyt. Chemie, Bd. 51, S. 466. 

*) Zeitschr. f. klin. Medizin, Bd. 81, Heft 1 und 2, S. 1. 

*) Journal of biol. Chem., Bd. 13, S. 363. 

*) Zeitschr. f. anal. Chemie, Bd. 36, S. 18; Bd. 39, S. 60; Bd. 43, S. 710. 
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13°/o Formaldehyd enthielt. Fir die Neutralisation des mit 
gleichen Teilen Wassers verdiinnten Formols brauchte man auf 
je 100 ccm Flissigkeit 15 ccm "/10-NaOH-Lésung; das zur 
Anwendung kommende Formol enthielt demnach 33,38°/o 
Formaldehyd. 

Sonstige Reagenzien, deren Zubereitung keiner besonderen 
Bemerkungen bedarf, kommen bei ihrer Verwendung zur 
Erwahnung. 

Ausfiihrung: In eine tarierte Porzellanschale, worin 
sich etwas (ungefaéhr 5 ctg) Kaliumoxalat befindet, mift man 
etwa 5 ccm Blut, das gewogen wird, und zu dem man 35 ccm 
Wasser, 5 Tropfen 2°/oige Essigsiure und 1 ccm Formaldehyd- 
losung fiigt; nach dem Umriihren Erhitzung bis zum Siede- 
punkt, hierauf ein weiterer Zusatz von 1 ccm 2°/oiger Essigsaure. 
Dies kocht man 3—4 Minuten und filtriert in eine andere Por- 
zellanschale; das Gerinnsel bringt man mit einem Glasstabchen 
zuriick in die erste Porzellanschale, preBt es gut aus (am besten 
mit einem kleinen Uhrglas) und fiigt 50 com Wasser hinzu. 
Nun folgt Erhitzung bis zum beginnenden Sieden, wobei man 
das Gerinnsel mdoglichst fein verteilt, Filtrierung und aber- 
maliges Auspressen des Gerinnsels. Beide Filtrate tut man 
zusammen, fiigt 5 cem 50°/oige Essigsiure hinzu und dampft 
die Fliissigkeit bis auf etwa 1 ccm ein, iiberfiihrt sie in ein 
konisches Zentrifugenglas von etwa 10 cem Inhalt, worauf die 
Schale zweimal mit 2 cem 0,1 °/oiger Lithiumcarbonatlésung 
gespilt wird. Sodann fiillt man in das Zentrifugenglas eine 
schon vorher in einem Reagenzglas hergestellte Mischung von 
20 Tropfen konzentrierter Ammoniaklésung, 8 Tropfen 3°/oiger 
Silberlactatl6sung und 4 Tropfen Magnesiamixtur. 

Stehenlassen bis zum niichsten Tag. Man zentrifugiert, 
gieit die Fliissigkeit ab und wascht den Bodensatz mit 3 ccm 
Wasser aus. Zum Bodensatz fiigt man 6 Tropfen frisch ge- 
sittigte Schwefelwasserstofflisung, 1 Tropfen 50°/oige Essig- 
siiure und 3 ccm Wasser. Dies kocht man (im Zentrifugenglas, 
vorsichtig!) indem man zwischen dem jemaligen Aufkochen 
einen Luftstrom in das Glas leitet und zwar so lange, bis ein 
iiber die Offmung des Glases gehaltenes Bleiacetatpapier keinen 
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Schimmer von Gelbfarbung mehr zeigt; dies wird gewohnlich 
nach drei- bis vierminutlichem Kochen erzielt. Nun wird 
wiederum zentrifugiert und die Fltissigkeit in einen 25 ccm 
fassenden Mafzylinder gefiillt; man wascht den Bodensatz mit 
3 ccm Wasser und gieft dies in das Zylinderglas. Zur Fliissig- 
keit im Zylinderglas fiigt man 2 ccm Phosphorwolframsiure- 
lésung sowie 5 ccm gesattigte Sodalésung und fiillt Wasser 
auf 25 ccm auf. 

Der kolorimetrische Vergleich wird mit 1 ccm Harnsiiure- 
lésung (= 0,10 mg Harnséure) vorgenommen, die in némlicher 
Weise behandelt, gleichzeitig mit der durch Zersetzung des 
Silberurats entstehenden Harnsdurelésung hergestellt wird. 

Wahrend Folin und Denis 20—25 ccm Blut anwenden, 
ist Steinitz bis zu einer Menge von 10 ccm herabgegangen, 
und ich habe, wie dem Obigen zu entnehmen ist, die Ver- 
wendung von nur 5 ccm Blut bei jeder Analyse als zweck- 
mabig gefunden. 

Es ist selbstverstindlich, daB die Methode um so anwend- 
barer wird, je kleinere Mengen Bluts man benotigt, da die 
Blutuntersuchungen dann ohne Nachteil fiir das betreffende 
Individuum leichter zu wiederholten Malen ausgefiihrt werden 
kénnen, und das Verfahren auch wegen des geringeren Wasch- 
volumens weniger Zeit beansprucht. 

Meinen Beobachtungen geméB, die im Einklang mit denen 
friiherer Untersucher stehen, schwankt die Harnséuremenge im 
Menschenblut (bei Nicht-Arthritikern) zwischen 0,01 und 
0,04°/oo. Durch wiederholte Untersuchungen von Rinderblut 
wurde dargetan, daf die Harnséuremenge desselben ebenfalls 
zwischen 0,01 und 0,04°/oo schwankte. Bei der Untersuchung 
dieser Blutsorten habe ich in 5 ccm Blut stets Harnsaure genug 
fiir eine genaue Kolorimetrie gefunden, wozu meinen Erfahrungen 
zufolge wenigstens 0,02—0,03 mg Harnsiure erforderlich sind; 
bei kleineren Harnsiuremengen wird das Ergebnis ein weniger 
genaues. Natiirlich spielt auch das Kolorimeter hierbei eine 
groBe Rolle. 

In Pferdeblut (defibriniert) habe ich gréSere Harnsaure- 


mengen als friihere Autoren gefunden. Folin, der allerdings 
7 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XCV. 
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nur einen Fall untersucht hat («antitoxin animal») findet 0,05 mg 
auf 100g Blut, wahrend Bass und Wiechowski') tiberhaupt 
keine Harnséure im Pferdeblut entdecken. Steinitz gibt an, 
dai Pferdeserum so gut wie harnsaurefrei sei, doch findet 
er im Pferdeblut 0,02°/oo Harnsaéure. Meine eignen Unter- 
suchungen vom Blut mehrerer Pferde zeigen als Ergebnis 0,005 
bis 0,015°/o0, also durchgehends weniger Harnséure als im 
Menschen- und Rinderblut, aber immerhin Mengen, die sich 
in der Regel in 5 ccm Blut bestimmen lassen. 

Zur Enteiweibung des Blutes bedienen sich Folin und 
Denis ausschlieBlich der Essigséure, wahrend Steinitz und 
Landmann, die mit Essigsaure allein keine vollstindige Ent- 
eiweiBung erzielen, auferdem mit Talkum arbeiten. Trotz 
zahlreicher Versuche ist es mir niemals gelungen, mit Essig- 
siure allein eine vollkommene Enteiweifung des Blutes herbei- 
zufiihren und zwar weder in der von Folin und Denis vor- 
geschriebenen Weise noch mit irgendeinem andern Verfahren. 
Eine vollkommene Enteiweifbung ist indes, worauf auch Steinitz 
die Aufmerksamkeit lenkt, bei dieser Methode von grofter Be- 
deutung, denn selbst kleinste Mengen Eiweifi werden den ko- 
lorimetrischen Vergleich erschweren. Ich werde spiater auf 
diesen Punkt zuriickkommen. 

Mit der von Steinitz vorgeschriebenen Verwendung von 
Talkum nach der Essigsaurebehandlung laBt sich zwar eine voll- 
kommene Enteiweifung des Bluts herbeifiihren, doch wird das 
Verfahren hierdurch nicht wenig erschwert, und wenn auch die 
Harnsaure nicht in erweisbaren Mengen zum Talkum adsorbiert, 
wird doch in dem ziemlich voluminésen Talkumbodensatz leicht 
etwas vom Filtrat zuriickbleiben, das schwierig ist auszupressen, 
da das Talkum dann durch das Filter mitgehen kann. 

Schittenhelm?) hat zwecks EnteiweiBung des Bluts 
Formaldehyd empfohlen; er benutzt dasselbe zusammen mit 
Kaliumphosphat, indem er von der Voraussetzung ausgeht, dai 
Formaldehyd die EnteiweiBung fordere und gleichzeitig die 
Fallung von Harnsdure hindere. 





‘) Wien. klin. Wochenschr., 1912, S. 1863. 
*) Miinchn. Med. Wochenschr., 1912, S. 2377. 
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Ehe ich mich nun mit Untersuchungen tiber die Bedeutung 
des Formaldehyds fiir die Enteiweifung befaite, hielt ich es 
fiir erforderlich, die Wirkung des Formaldehyds auf Harnsaure 
in saurer Fliissigkeit zu untersuchen. Zu 1 ccm Harnsaure- 
lésung (= 0,20 mg Harnsdéure) wurden 20 ccm Wasser, 5 Tropfen 
2°/oige Essigsiure und 1 ccm Formaldehydlésung gefiigt. Dies 
wurde erhitzt und beim Aufkochen 1 ccm Essigséure hinzu- 
getan. Nach der Eindampfung bis auf 1 ccm erfolgte die 
Kolorimetrie; in der Doppelanalyse fand man die gesamte zur 
Verwendung gekommene Harnsaéure wieder. 

Darauf kam der Einflu8 des Formaldehyds auf die Ent- 
eiweiBung des Bluts mit Essigséure zur Untersuchung. Nach 
einer Reihe mit wechselnden Mengen von Essigsiéure und Formol 
vorgenommenen Versuchen gelangte ich zuletzt zu dem oben 
beschriebenen Verfahren, das eine einfache und sichere Methode 
zum vollkommenen Gerinnen des Eiweifes darstellt. Das Filtrat 
ist, ohne den geringsten gelblichen Schein zu haben, so klar 
wie Wasser, und ebenso wasserklar halt es sich wahrend der 
Eindampfung, bis es, auf ein paar Kubikzentimeter einge- 
schwunden, einige Salze auskrystallisieren lait. 

Das Eindampfen und die Uberfiihrung in Zentrifugengliser 
ist, wie ersichtlich, genau ebenso wie bei Folins Verfahren. 
Doch erwies es sich bei der Silberfallung als zweckmabig, das 
Silberlactat, so wie Landmann vorschlagt, in Uberschu8 von 
Ammoniak hinzuzufiigen, da das Silbersalz andernfalls von dem 
vorhandenen Formaldehyd reduziert wird, so daf metallisches 
Silber ausgefallt wird. 

Steinitz wascht den Silberuratbodensatz mit destilliertem 
Wasser aus, wahrend Folin und Landmann ein solches Aus- 
waschen nicht erwiahnen. Da aber die tiber dem Uratboden- 
satz stehende schwach gelbliche Fliissigkeit mit dem Phosphor- 
wolframsaurereagens und Alkali eine ziemlich starke Blaufarbung 
ergibt, ist ein Auswaschen des Bodensatzes zweifelsohne not- 
wendig. 

Die Zersetzung des Silberuratbodensatzes mit Schwefel- 
wasserstoff und das Austreiben der iiberschiissigen Schwefel- 
wasserstoffmenge erfolgen in etwas anderer Weise als Folin, 

7q* 
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Steinitz und Landmann beschreiben. Die Schwierigkeit 
besteht darin, die Entfernung des iiberschtissigen Schwefel- 
wasserstoffs leicht und bequem zu bewerkstelligen, was wegen 
der hohen, schmalen Zentrifugenglaser nicht immer so einfach 
ist, wahrend gleichzeitig vermieden werden muf, daf das 
Schwefelsilber in kolloidaler Gestalt ausgefallt wird, da_hier- 
durch die Kolorimetrie sehr beeintréchtigt werden kann. 

Folin und Denis fiigen 4—5 Tropfen gesattigte Schwefel- 
wasserstofflésung hinzu, sowie 1 Tropfen konzentrierter Salz- 
siure und erhitzten dies 5—10 Minuten lang im kochenden 
Wasserbad; danach Hinzufiigen von 1 Tropfen 0,5°/oiger Blei- 
acetatldsung und, falls starke Schwarzfarbung eintritt, aber- 
maliges Erhitzen im Wasserbad 5—10 Minuten lang. Dies 
Verfahren hat sich bei meinen Versuchen nicht als zweckmabig 
erwiesen, da die Fliissigkeit oft, selbst nach zweimaliger Er- 
hitzung, deutlichen Schwefelwasserstoffgeruch verrat; zudem 
trifft es auch Ofter ein, daB sich kolloidales Schwefelsilber bildet. 

Steinitz und Landmann fiigen neben Schwefelwasser- 
stoff und Salzséure zum Silberbodensatz bezw. 1 und 5 ccm 
Wasser und die Erhitzung erfolgt dann ebenfalls im kochenden 
Wasserbad, bei dem ersteren 10—15 Minuten, bei dem letzteren 
«wenigstens eine Stunde» lang. Beide priifen zuletzt, ebenso 
wie Folin, die Entfernung des Schwefelwasserstoffs durch das 
Hinzufiigen von Bleiacetat. 3 

Bediente ich mich nun bei meinen Versuchen des von 
Landmann vorgeschriebenen Verfahrens — des Zusatzes von 
6 Tropfen Schwefelwasserstoff, 2 Tropfen Salzséure und 5 ccm 
Wasser mit darauffolgender Erhitzung im kochenden Wasser- 
bad, zeigte es sich stets, dafS die Austreibung des Schwefel- 
wasserstoffs sehr langsam vor sich ging. Selbst nach Verlauf 
von 2 Stunden konnte ich oft vermittelst des iiber die Offnung 
des Glases gehaltenen Bleiacetatpapiers das Vorhandensein von 
Schwefelwasserstoff erkennen. AufSerdem empfand ich es bei 
diesem Verfahren als nachteilig, daB die lange Erhitzung eine 
nicht geringe Verdampfung der Fliissigkeit bewirkte, und dab 
sich in der ziemlich stark salzsauren Fliissigkeit Schwefelsilber 
léste, das bei der Hinzufiigung des Waschwassers kolloidal 
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ausgeschieden wurde, wodurch die Kolorimetrie oft unméglich 
gemacht wurde. 

Es ist nicht immer leicht zu beurteilen, insbesondere 
wenn es sich um ein so geringes wie von Folin benutztes 
Fliissigkeitsvolumen handelt, ob der Schwefelwasserstoff durch 
den Zusatz von 1 Tropfen Bleiacetatlésung vollig entfernt ist; 
der Silberbodensatz wird namlich, sobald der Tropfen in die 
Fliissigkeit fallt, leicht aufgewirbelt werden, und unter diesen 
Umstinden kann es sehr schwierig sein zu entscheiden, ob 
sich nicht etwas Bleisulfid bildet. Auch bei dem von Stei- 
nitz und Landmann vorgeschriebenen Verfahren ist das Er- 
gebnis des Bleiacetatzusatzes nicht leicht zu erkennen, da die 
Fliissigkeit nach der Erhitzung im Wasserbad oft triibe ist. 
Will man die tiberschiissigen Schwefelwasserstoffmengen aus 
der Fliissigkeit entfernen, darf man nicht vergessen, dab die 
Absorption von Gasarten bei Fliissigkeiten erst dann — 0 ist, 
wenn dieselben kochen, wahrend eine Fliissigkeit, die nicht 
kocht, selbst bei 100° — und noch mehr bei 98—99° — etwas 
Gas absorbiert. Grundsdtzlich muB es daher richtiger sein, die 
Fliissigkeit zu kochen, statt sie, wie die oben zitierten Autoren, nur 
im kochenden Wasserbad zu erhitzen. Da auch ferner starke 
Salzséure, wie oben erwdhnt, bei langerer Erhitzung im Wasser- 
bad oder bei einiger Zeit des Kochens leicht etwas vom Boden- 
satz auflést und dies wiederum bei der darauffolgenden Ver- 
diimnung mit dem Waschwasser kolloidal ausfallt, habe ich 
die Salzsaure durch Essigsaure ersetzt. SchlieBlich hat es sich 
als sehr zweckmiaBig erwiesen, zwischen dem jeweiligen Auf- 
kochen der Fliissigkeit einen Luftstrom in das Zentrifugenglas 
zu leiten, um den in der Luftschicht tiber der Fliissigkeit be- 
findlichen Schwefelwasserstoff zu entfernen. Dies habe ich sehr 
einfach in der Weise bewerkstelligt, da ich zwischen dem 
jeweiligen Aufkochen in das Zentrifugenglas hineinblies. 

Aus diesen drei Abanderungen — dem Ersatz der Salz- 
saéure durch Essigsdure, dem Kochen und der Entfernung des 
iiber der Fliissigkeit im Zentrifugenglas befindlichen Schwefel- 
wasserstoffs — ergibt sich eine verhaltnismafig einfache und 
schnell ausfihrbare Methode fiir die vollkommene Entfernung 
der tiberschiissigen Schwefelwasserstoffmengen. 
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Die oben beschriebenen Abénderungen in der Folin und 
Denisschen Methode sind durch zahlreiche Doppelversuche am 
Blut von Menschen, Rindern und Pferden gepriift worden, so- 
wie auch durch die Bestimmung der wiedergefundenen Harn- 
sduremengen, wenn man zu 5 ccm der genannten Blutsorten 
0,05 und 0,10 mg Harnsdure fiigt. Als Beispiel der durch die 
Kontrollanalysen gewonnenen Ergebnisse seien folgende Unter- 
suchungen von defibriniertem Blut von Rindern vor und nach 
dem Zusatz von Harnsaure hier angefiihrt. Das Blut wurde 
sofort, nachdem die Tiere geschlachtet waren, untersucht. 




















Seem Blut | | Seem Blut + 0,10mg| _| derge- 
Gef. : Mittel- Harnsaure Mittel-) fund. 
Harnsdure | zahl | Gefunden: Harnsdure | zahl | Mittel- 
werte 
mg mg %%9 
Tier 1 . .|0,157 | 0,166 | 0,1615 0,242 0,268 0,261 0,246 | 0,254 | 92,5 
> 2. .|0,048 | 0,045 | 0,0465) 0,145 0,149 | 0,147 | 1005 
>» 3 . .|0,045 | 0,065 | 0,055 0,162 0,153 0,1575} 102,5 
>» 4 . .|0,078 | 0,090 | 0,084 0,172 0,172 0,180 |0,175 | 91 








Von den hinzugefiigten Harnséiuremengen werden 85 bis 
100°/o, durchschnittlich 90—95°/o wiedergefunden. Ein Fehler 
von etwa 10°/o ist nicht gering, doch darf auch nicht ver- 
gessen werden, dai die absoluten Werte, um die es sich hier 
handelt, sehr kleine sind, denn der Verlust an Harnsdure ist 
in der Regel geringer als 2/100 Milligramm. 

Den Harnsadureverlust, mit dem man gewohnlich zu 
rechnen hat, scheint man im wesentlichen der Silberfallung 
und den damit verbundenen Prozessen und nicht dem Ge- 
rinnungsprozeB und dem Filtrieren zuschreiben zu _ miissen. 
Ich habe mich naémlich davon tiberzeugt, daB man die hinzu- 
gefiigte Harnsiure in denselben Mengen wiederfindet, ob der 
Zusatz derselben nach dem Gerinnen der Eiweifstoffe erfolgt 
oder ob sie dem Blut selbst beigefiigt wird. 

Folin und Denis, die zum Blut erheblich gré8ere Harn- 
séuremengen — zwischen 0,25 und 1,2 mg schwankend — 
gefiigt haben, finden 91—100°/o wieder, wahrend Steinitz hei 
demselben Verfahren nur etwa 80°/o wiederfindet. Die abso- 























GEER ee Go 


Kolorimetrische Bestimmung der Blutharnsiure. 99 


luten Verluste an Harnséure sind unter diesen Umstinden 
natiirlich bei weitem gréfer als die bei meinen Versuchen 
gefundenen. 

Absichtlich sind so niedrige Harnsiuremengen bei meinen 
Versuchen als Zusatz gewahlt worden, da niimlich die Brauch- 
barkeit der Methode bei Harnséurebestimmungen so geringer 
Blutmengen wie 5 ccm klargelegt werden sollte; und wenn die 
Methode auch nicht als durchaus exakt bezeichnet werden kann, 
was wohl kaum der Fall mit irgendeiner der Methoden fiir 
die Bestimmung der Blutharnséure ist, kann man doch sagen, 
daf8 ihre Ergebnisse hinreichend genau jedenfalls gegeniiber 
den Fragen tiber das Verhalten der Harnsadure im Blut unter 
physiologischen und pathologischen Zustinden sind, die es 
zuerst gilt ins reine zu bringen. 











Gewinnung von salzsaurem Glucosamin aus Mucoid aus 
Ascitesfliissigkeit. ') 


Von 
Adolf Oswald, Ziirich. 


(Der Redaktion zugegangen am 8. August 1915.) 





An dieser Stelle habe ich?) gezeigt, daB sich aus Ovo- 
mucoid auf einfache Weise Glucosamin in Form seines salz- 
sauren Salzes gewinnen la8t. Es war nun von Interesse zu 
erfahren, ob die Darstellung auch aus anderen Mucink6rpern 
gelingen wiirde. In der Tat vermochte ich, dasselbe auch aus 
dem Mucin eines Myxoms zu erhalten.*) Der Besitz eines Pripa- 
rates von Mucoid aus Ascitesfliissigkeit vom Menschen 
versetzte mich in die Lage, zu priifen, ob das gleiche mit diesem 
Korper zu erreichen sei. Tatsachlich gelang es mir, salz- 
saures Glucosamin unter den Spaltprodukten der Saure- 
hydrolyse nachzuweisen. 

Das Praparat riihrte von ca. 6 Liter Ascitesfliissigkeit 
her, die ich mehrere Jahre zuvor verarbeitet hatte. Die Fliissig- 
keit war alsbald nach der Gewinnung durch Punktion mit 
Ammonsulfat in die Globulin- und Albuminfraktion zerlegt und 
letztere in gesattigter Ammonsulfatlésung aufbewahrt worden. 

Der abfiltrierte, weifflockige Niederschlag léste sich glatt 
in destilliertem Wasser. Die L6sung wurde durch Dialyse vom 
Salz befreit und alsdann durch Hitze unter Zusatz von ver- 
ditinnter Essigsdéure koaguliert. Das gelbliche Filtrat des Koa- 
gulates wurde auf dem Wasserbad stark eingeengt, von sich 
ausscheidenden Flocken abfiltriert und mit 96°/oigem Alkohol 


1) Die Untersuchungen wurden seiner Zeit im Agrikulturchemischen 
Laboratorium der Eidgendssischen Technischen Hochschule angestellt. 
*) Diese Zeitschrift, Bd. 68, S. 173 (1910). 
*) Diese Zeitschrift, Bd. 92, S. 144 (1914). 
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gefallt; es entstand ein weifer Niederschlag, der abfiltriert, 
ausgepreit und im Vakuum iiber Schwefelsiure getrocknet 
wurde. Die hellbraungelben Kriimmel lieSen sich zu einem 
schwach gelblichen, beinahe farblosen Pulver zerrziben. Die 
Ausbeute betrug 1,3 g. 

Die gesamte Menge wurde mit 40 ccm 3°/oiger Salzsiure 
(10 cem konzentrierte Salzsiure vom spezifischen Gewicht 
1,19 auf 90 ccm Wasser) 11/2 Stunden unter RiickiluBkiihlung 
auf dem Wasserbad erwadrmt. Die Bréckel zerfielen nur lang- 
sam. Nach dieser Zeit wurde der braune Riickstand durch 
Filtration entfernt und das Filtrat auf dem Wasserbad ein- 
geengt. Es reduzierte Fehlingsche Lésung und gab Biuret- 
reaktion. Beim Stehen im Vakuum tiber Schwefelsaure schieden 
sich anorganische Krystalle (Nadeln) aus, die abfiltriert wurden. 
Nach weiterem Einengen schieden sich Krystalle aus, die unter 
dem Mikroskop als Hexagondodekaeder sich zu erkennen 
gaben. Sie wurden abfiltriert und mit starkem Alkohol, in 
dem sie sich nicht lésten, gewaschen, wonach sie farblos 
waren. Sie reduzierten Fehlingsche Lésung und verbrannten 
auf dem Platinblech unter Verbreitung von Karamelgeruch und 
Blahung. Mit Silbernitrat konnte die Anwesenheit von Salz- 
sdure nachgewiesen werden. Zu einer quantitativen Analyse 
reichte die Ausbeute nicht aus. Aus der Reduktionsfihigkeit, 
der Krystallform, der Verbreitung von Karamelgeruch und der 
Gegenwart von Salzsdéure darf mit Sicherheit auf salzsaures 


Glucosamin geschlossen werden. 











Notiz zur Krystallisation von Serumalbumin vom Menschen. 
Von 
Adolf Oswald, Ziirich. 





(Der Redaktion zugegangen am 8. August 1915.) 


Die Eiweibkorper, welche wir in krystallisiertem Zustand 
kennen, sind, abgesehen von jenen, die in Pflanzen- und 
vielleicht auch Tiergeweben spontan sich ausscheiden, das 
Hamoglobin, das Serumalbumin, das Albumin des Hiihnereies, 
das Lactalbumin, der im Urin bei Affektionen des Knochen- 
markes sich ausscheidende Bence-Jonessche Korper, ein aus 
den Eiern des Eierstockes (vom Reh) erhiltliches Globulin und 
pflanzliche Globuline (Edestin, Excelsin). Unter den Serum- 
albuminen ist bisher meines Wissens einzig das des Pferdes 
krystallisiert erhalten worden. 

Bei AnlaB einer Darstellung von Eiweibkrystallen zu Vor- 
lesungszwecken verarbeitete ich neben Hiihnereiweif ein Serum- 
albuminpréiparat vom Menschen, herriihrend aus Ascitesfliissig- 
keit, welches ich seit mehreren Jahren unter Ammonsulfatl6sung 
aufbewahrt hatte. Die Ascitesfliissigkeit war seiner Zeit frisch 
mit der gleichen Menge gesiattigter Ammonsulfatlésung versetzt 
worden, die Globulinfraktion abfiltriert und aus dem Filtrat 
die Albuminfraktion durch Eintragen von Ammonsulfat in Sub- 
stanz gefallt worden. Der abgeschiedene Niederschlag war 
abfiltriert, in Wasser aufgenommen und mit Ammonsulfat in 
Substanz wieder gefallt worden. In dieser Form war er ca. 
8 Jahre aufbewahrt worden. Nach dieser Zeit wurde der 
Niederschlag abfiltriert, in Wasser aufgenommen, in dem er 
sich glatt loste und nach der Methode von Krieger') mit ge- 





'! Krieger, Uber die Darstellung krystallinischer tierischer Eiweii- 
stoffe. Inaug.-Dissertat. Strabburg, 1899. 
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sattigter Ammonsulfatlésung und verdiinnter Schwefelsaure bis 
zu beginnender Triibung versetzt. Andern Tages hatten sich am 
Boden und an den Wanden des GefaBes haftende Aggregate 
deutlicher schon von bloBem Auge als solche erkennbarer 
glanzender Kiigelchen ausgeschieden, die unter dem Mikro- 
skop die typischen Formen der Globuliten zeigten. Eine 
Krystallisation in Nadeln gelang nach dem AbDfiltrieren der 
Globuliten, Aufldsung in Wasser und Wiederversetzung mit 
Ammonsulfatlésung und Schwefelsaure nicht. Es ist wohl iiber- 
fliissig, zu erwahnen, daB die in Wasser aufgenommenen Krystall- 
kugeln Eiweifreaktionen zeigten (Biuret, Millon, Xanthoprotein, 
Hitzekoagulation). 

Ich teile diesen Befund mit, tiber den bei Gelegenheit 
zu referieren ich schon lange vorhatte, weil ich keine Angabe 
in der Literatur gefunden habe von einer ahnlichen Beobachtung 
an Albumin menschlicher Provenienz. 














Das Altbackenwerden der Brotkrume vom physiologisch- 
chemischen Standpunkte betrachtet. 


I. Mitteilung. 
Von 
J. R. Katz, prakt. Arzt in Amsterdam. 


(Aus dem chemischen Laboratorium der Universitat Amsterdam, Abteil. Prof. A. Smits.) 
(Der Redaktion zugegangen am 11. August 1915.) 








1. Einleitung. 


Wahrend das Altbackenwerden der Brotkruste auf einem 
einfachen physikalischen Vorgang beruht — Wasserdiffusion 
von der feuchten Krume und aus der Atmosphire nach der 
stark ausgetrockneten Kruste, Weich- und Biegsamwerden der 
Kruste durch die Wasseraufnahme') —, ist das Altbackenwerden 
der Brotkrume eine verwickelte Erscheinung, die noch immer 
nicht gut erklart ist. Zwar haben uns die Untersuchungen von 
Balland,?) Lehmann,‘) Lindet*) und Roux 5) gewisse Ande- 
rungen in der Krume kennen gelehrt, aber eine bis in Einzelheiten 
gehende Aufklarung des Altbackenwerdens wurde bis jetzt nicht 
erreicht, ®) Die Frage ist von den Fachgenossen kaum beachtet 
worden; auffallend klein ist die Zahl der Publikationen, die das 
Thema behandeln. Doch ist das Altbackenwerden des Brotes, 
das so tiefgehend das tigliche Leben beeinfluft, eine Erschei- 
nung von hervorragender Bedeutung; man denke an das Ubel 
der Nachtarbeit der Backer und an die Verschlechterung ihrer 
Arbeitsbedingungen, die nur eine Folge vom raschen Altbacken- 


1) J. R. Katz, Die Ursache des Altbackenwerdens der Brotkruste 
und die Méglichkeit, diese Verainderung zu verhiiten. Ztschr. f. Elektro- 
chemie, Bd. 19, S. 663—667 (1913). 

*) Revue du service de l’intendance, 1892 und 1893. 

*) Arch, f. Hygiene, Bd. 21, S. 239—246 (1894). 

*) Comptes rendus, Bd. 134, S. 908—910 (1902) und Bull. de la 
Soc. chim., Bd. 27, S. 634—639 (1902). 

5) Comptes rendus, Bd. 138, S. 1356—1358 (1904). 

6) Eine gute Ubersicht der bekannten Tatsachen und der Literatur 
findet man in A. Maurizio, Getreide, Mehl und Brot, Berlin, Parey 


(Vorrede und Kapitel Altbackenwerden). 
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werden des Brotes sind. Auch wiirde man weniger Brotgetreide 
brauchen, wenn nicht immer wieder ein Teil des Backwerkes, 
weil weniger schmackhaft geworden, unbenutzt fortgeworfen 
werden wiirde. So scheint es auch vom praktischen Stand- 
punkt aus wichtig, einen neuen Versuch zu unternehmen, um — 
durch systematische Untersuchungen das Altbackenwerden und 
seine Gesetze aufzukliaren. 

Beim Aufbewahren des Brotes andern sich Geschmack 
und Konsistenz der Krume recht erheblich. Altbackenes Brot 
schmeckt trockener und weniger sii8 als frischbackenes; 
auch ist das Aroma weniger fein geworden. In der Konsi- 
stenz treten zwei charakteristische Anderungen auf: das Brot 
wird harter und es wird kriimlig. 

Das Hirterwerden bedingt, daB die Krume weniger ein- 
drickbar wird. Legt man durch das Brot einen frischen Quer- 
schnitt, setzt man auf diese Oberflaiche einen leichten Metall- 
stempel und beschwert man diesen mit Gewichten, so sinkt der 
Stempel beim frischen Brot viel tiefer ein, als beim alt- 
backenen. So fand ich bei feinem Weizenbrot') fiir einen runden 
Stempel von 22!'/2 mm Durchmesser bei einer Beschwerung 
von 50g fiir das Einsinken folgende Zahlen in Millimetern 
(jede mitgeteilte Zahl ist das Mittel von fiinf Bestimmungen): 


Wasserbrot | Milchbrot | Milchbrot 


























ct. ee de ke, ed 0,226 0,240 0,280 
(eine Stunde alt) 

altbacken ......ee 0,034 0,030 0,034 
(2 24 Stunden alt) 


Beim Roggenbrot ist dieses Harterwerden auffallend und 
allgemein bekannt, ebenso bei einzelnen Arten Weizenbrot; aber 
eben bei den oben besprochenen, zu einem starken Volumen 
ausgebackenen feinen Sorten Weizenbrot fallt sie wenig auf. 
Die mitgeteilten Zahlen beweisen, da sie auch da besteht. 

Das Harterwerden dufert sich auch in der geringeren 
Plastizitaét des altbackenen Brotes. Driickt man ein Stiick Krume 





‘) Das Brot hatte einen Querdurchschnitt von etwa °/« qdm. 
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stark mit der vollen Hand zusammen, so zeigt es sich im 
frischbackenen Zustand viel knetbarer, nachgiebiger. Wenn die 
Kraft nachgelassen hat, geht frisches Brot nicht mehr in seine 
alte Form zuriick; altbackenes hat viel mehr Neigung, seine 
Form wieder anzunehmen. Auch wenn Brot mit Wasser durch- 
trainkt ist, bleibt der Unterschied bestehen; gequollenes frisches 
Brot ist weicher als altbackenes. 

Das Kriimligwerden stellt man am besten fest, indem 
man mit dem Finger unter schwachem Druck tiber einen frisch 
gemachten Durchschnitt streicht. Es werden so die oberflach- 
lichen Teile der Krume einer tangentialen Kraft unterworfen; 
die Leichtigkeit, mit der die Krume unter dem Einflu8 einer 
solchen Kraft reift, gibt ein MaBS fir den Grad der Kriimlig- 
keit. Stark ausgesprochen ist das Kriimeln besonders bei den 
Backwaren, die zu einem grofen Volumen ausgebacken sind; 
ist das Volumen nur mabig gro, so ist das Harterwerden meist 
die auffalligere Anderung. 

Legt man Brot in Wasser, so bleibt ein Unterschied in 
der Kriimligkeit bestehen. Aber merkwiirdigerweise sind die 
Verhiltnisse jetzt geradezu umgekehrt. Jetzt kriimelt das frische 
Brot viel leichter als das altbackene:!) schiittelt man z. B. 
gleich grofe Stiicke Krume mit dem gleichen Quantum Wasser 
unter vergleichbaren Umstanden, so fallt das frische Brot schnell 
zu kleinen Stiickchen auseinander, wahrend das altbackene 
noch immer grofe Stiicke zeigt. Auch wenn man das ge- 
quollene Brot durch Reiben durch ein feines Seidensieb zu ver- 
kleinern sucht, zeigt sich deutlich, da8 im gequollenen Zustande 
altbackenes Brot viel weniger Neigung zum Kriimeln besitzt 
als frisches. 

Oft hért man die Meinung, das Harter- und Krimlig- 
werden beruhe auf Austrocknen. Diese Ansicht stiitzt sich 
auf die Tatsache, daf8 Brot, wenn es beim Altbackenwerden 
auch noch austrocknet, viel starker hart und kriimlig wird 





') Dieses Verhalten wurde — glaube ich — zuerst von mir be- 
schrieben (Chem. Weekblad, Juli 1912); doch bemerkt schon Lehmann 
(1. c. S. 239), daf§ altbackenes Brot beim Stehen unter Wasser wochen- 
lang seine Form behielt, wahrend frisches nach zwei bis drei Tagen 


anfing auseinanderzufallen. 
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als sonst. Aber schon 1853 zeigte Boussingault') in iiber- 
zeugender Weise, daB dennoch das Altbackenwerden 
nicht auf Austrocknen beruhen kann. Denn die Er- 
scheinung tritt auch ein, wenn die Krume in einer her- 
metisch schlieBenden Stépselflasche, ja sogar in einem mit 
Wasserdampf gesittigten Raum bewahrt wird: in beiden Fallen 
ist Wasserverlust, also wirkliches Austrocknen, ausgeschlossen. 
Ich habe diese Versuche Boussingaults vielfach nach- 
gearbeitet; an ihrer Richtigkeit ist nicht zu zweifeln. 

Wir stehen also vor der interessanten Tatsache, daB 
beim Altbackenwerden Anderungen auftreten (kriimlig, hirter 
werden), die denjenigen ahnlich sind, die durch Austrocknen 
entstehen, und dafi das Altbackenwerden dennoch nicht auf 
Austrocknen beruht. Wir miissen annehmen, daf sich im Brot 
irgend ein chemischer Prozef abspielt, der zu den beschriebenen 
Anderungen fiihrt. Welcher dieser ProzeB ist, werden wir im 
nachfolgenden ausfiihrlich untersuchen. ’) 


2. Die chemischen Anderungen beim Altbackenwerden. 


Brot besteht hauptsachlich aus durch den BackprozeB ver- 
quollenen Starkekornern, die von einem Geriist aus geronnenem 
EiweiB (Gluten) zu einem Ganzen vereinigt werden. Die 
chemischen Anderungen, die wir suchen, miissen daher Reak- 
tionen sein, die sich abspielen in hochmolekularen Verbindungen 
von der Gruppe der Starke oder der EiweiBkérper. Wie wird 
man am besten eine systematische Untersuchung einrichten, 
damit man solche Reaktionen nicht tibersieht? Chemische 
Anderungen in quellbaren Stoffen fiihren leicht zu Anderungen 
im QuellungsvermOgen oder in der Léslichkeit. Ich habe 
darum zuerst systematisch untersucht, wie sich diese beiden 
Eigenschaften beim Altbackenwerden andern, und ob die ge- 
fundenen Anderungen der Starke oder dem Gluten zugeschrieben 
werden miissen. Ich werde mich bei dieser Untersuchung vor- 





1) Annales de chimie et de physique, 1¢ série, Bd. 36, S. 490 (1853). 

2) Der Sprachgebrauch vermengt zuweilen Altbackenwerden und 
Schimmeln ; beide Anderungen sind selbstverstandlich grundverschieden. 
Die eine ist eine chemische Anderung, die andere beruht auf der Ent- 
wicklung von zahllosen kleinen Schimmelpflanzen. 
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laufig auf Weizenbrot aus Weizenmehl, aus welchem die Kleie 
durch Sieben entfernt ist, beschranken. Bei den anderen Brot- 
arten sind tibrigens die Anderungen prinzipiell die gleichen. 


a) Andert sich das Quellungsvermégen der Krume 
beim Altbackenwerden? Zunichst ein kurzes Wort zur 
Erlauterung! Brot ist ein quellbarer Koérper. Wenn man 
ein Stiick Brotkrume in Wasser legt, fiillen sich die Hoéhlen 
des schwammartig gebauten Brotes, aber zudem dringt Wasser 
zwischen die kleinsten Teilchen der festen Substanz ein, sodaf 
der feste Kérper gréfer wird, quillt. Und zwar ist die Volumen- 
zunahme des gequollenen Korpers ungefaéhr dem Volumen des 
aufgenommenen Wassers gleich. 

Quellbarkeit zeigen fast alle Substanzen, mit denen die phy- 
siologische Chemie sich beschaftigt, im besondern die hochmole- 
kularen. Gewisse quellbare Korper nehmen unbegrenzt Wasser 
auf und gehen dabei allmahlich von einem festen Korper in eine 
Fliissigkeit tiber (z. B. arabisches Gummi, Albumin usw.); man 
nennt dies unbegrenzte Quellbarkeit. Andere quellbare Kérper 
nehmen Wasser nur bis zu einer gewissen Grenze, dem sogen. 
Quellungsmaximum, auf; auch beim langeren Liegen im 
Wasser wird diese Grenze nicht iiberschritten. Die meisten 
quellbaren Korper (Gelatine, Agar, Holz, Casein, Globulin, Fisch- 
bein, Seide, Cellulose usw.) gehéren zur Gruppe der begrenzt 
quellbaren; auch Brot ist ein solcher begrenzt quellbarer Korper. 

Wir werden nun untersuchen, ob der Wassergehalt im 
Quellungsmaximum sich beim Altbackenwerden dndert. Es ist 
aber recht schwierig, bei einem schwammartig gebauten Korper 
wie Brot den Wassergehalt im Quellungsmaximum einigermafen 
sicher zu messen. Bei einem Stiick Cellulosefilm kann man 
diese Bestimmung einfach so ausfiihren, daB man das iiber- 
fliissige Wasser mit Léschpapier abwischt, den Korper wiagt 
und dann trocknet. Bei einem Stiick Brot laBt sich diese 
einfache Methode leider nicht anwenden. Denn das Brot nimmt 
Wasser nicht nur zwischen seine kleinsten Teilchen, sondern 
auch in seine Hohlriume auf; der Gewichtsverlust beim 
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Trocknen ist daher die Summe von zwei Mengen Wasser, die 
man gut von einander unterscheiden mu, dem Quellungswasser 
und dem Wasser, das die Hohlradume fiillt. 

Ich habe daher einen Weg gesucht, um den Einflu8 dieser 
Hohlraume auszuschalten. Am besten ist mir dies gelungen, 
wenn ich das Brot mit Wasser durch ein feines Seidensieb 
(80—100 Locher auf die Strecke eines Zentimeters) reibe und in 
Glaszylindern sich absetzen lasse. Der Bodensatz wird dann in 
diinner Schicht zwischen Platten von unglasiertem Porzellan 
gepreBt, um tiberschiissiges Wasser zu entfernen. In gequol- 
lenem Zustande ist das Brot weich und plastisch, sodaf die 
Brotteilchen beim starken Pressen leicht zusammenflieBen, 
wahrend das tberschiissige Wasser in die Porzellanmasse ein- 
gesaugt wird. Nachdem einige Zeit lang abgepreit worden ist, 
wird der Wassergehalt durch Trocknen bestimmt. Mit diesem 
Verfahren bekommt man gut vergleichbare Resultate, aber nur 
unter der Bedingung, dafi eine ganze Reihe von Vorsichtsmab- 
regeln beachtet worden ist. Am besten preft man immer 
zwischen denselben beiden Platten ab und trocknet diese jedes- 
mal in der gleichen Weise; das Abpressen soll gleich lange 
stattfinden, unter dem gleichen Druck, in einer gleich dicken 
Schicht usw. So erhielt ich fiir den Wassergehalt im Quellungs- 
maximum bei Krume von Weizenbrot (berechnet als Gewichts- 
teile Wasser pro 100 Gewichtsteile trockener Substanz):') 














erster Versuch zweiter Versuch 
163 
a De 164 ee 233 
(1 bis 2 Stunden alt) | 165 (1 Stunde alt) 
122 
altbacken , “ 120 | altbacken....... 136 
(2 x 24 Stunden alt) 117 J (2 x 24 Stunden) 








Vor der Quellung in Wasser enthielt das Brot etwa 
80 Teile Wasser, sowohl im frischen wie im altbackenen Zu- 
stande. Das Queilungsverm6gen nimmt daher beim Alt- 





1) Bei diesen — wie bei allen folgenden Versuchen — war die 
altbackene Brotkrume unter sorgfaltigem Vermeiden von Wasserverlust (in 
gut schliefenden Stipselflaschen) altbacken geworden. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XCV. 8 
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backenwerden recht erheblich ab, da frisches Brot mehr 
als zweimal so viel Wasser aufnimmt wie altbackenes (beim 
ersten Versuch 84 gegen 40, beim zweiten 153 gegen 56).!) 

Bei diesen Versuchen fiel mir auf, daB der Bodensatz 
des fein geriebenen frischen Brotes ein bedeutend gréferes 
Volumen einnahm als der des altbackenen, offenbar weil die 
stirker gequollenen Brotteilchen gré8er sind. Ich habe dann 
versucht diese Tatsache zu verwenden als Prinzip einer Me- 
thode zum Messen des Quellungsvermégens, die weniger subtil 
als die vorige ist. Tatsichlich zeigte sich das Volumen des 
Dakantats als eine GréBe, die ein zuverlissiges vergleichendes 
Maf fiir das Quellungsvermégen ist und die sich einfach und 
sicher bestimmen laft. Wo es sich darum handelt, zu unter- 
suchen, ob eine bestimmte Probe Brot frisch oder altbacken 
ist, ziehe ich darum diese Methode der vorigen entschieden 
vor. Ich fiihre sie in der folgenden Weise aus. 10 g Krume 
wird in Wasser aufgeweicht und durch das oben beschriebene 
Sieb gerieben. Es wurde dann mit Wasser bis zu 250 ccm 
angefiillt, einige Trépfchen Toluol zugefiigt und in einem MeB- 
zylinder von 250 ccm dekantiert. Nach 24 Stunden wird das 
Volumen des Bodensatzes abgelesen; es wird dann etwas 
Toluol zugefiigt, umgeschiittelt und nach weiteren 24 Stunden 
wiederum abgelesen. Das Mittel der beiden erhaltenen Zahlen 
gibt das Volumen des Bodensatzes. Diese einfache Methode 
ist fiir kleine Fehler in der Ausfiihrung relativ unempfindlich und 
zeigt scharf den charakteristischen Unterschied zwischen frisch 
und altbacken an; die Unsicherheit betraégt 1, héchstens 2 ccm, 
wihrend das Volumen des frischen Brotes etwa 50 ccm, des 
altbackenen etwa 30 ccm ist. Zur Bestimmung des Quellungs- 
vermogens des Brotes fiir vergleichende Untersuchungen scheint 
mir diese Methode bei weitem die beste, die es bis jetzt gibt. 
Mit ihr fand ich bei Weizenbrot fiir das Volumen von 10 g Brot 
(ausgedriickt in Kubikzentimetern), wobei jede Bestimmung 
zweimal unabhaingig gemacht wurde: 





1) Die Versuche von Balland und von Lehmann machten es 
schon wahrscheinlich, dafi altbackenes Brot weniger Quellungswasser 
bindet als frisches, 
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| Wasserbrot | Wasserbrot | Milchbrot 











53 | 50 53 
frisch -- ¢ © £8 © @& ©& . \ 52 1/9 \ 50h | 7 \ 52 ‘ls 
(1 Stunde alt) 51's J 51 J 52 J 
. 36) 37). 37 ) 
24 Stunden alt .... 36 */s i." 38 f \ 37 '/s 36 Ot /s 
34 4s 36 1/2 35 '/s 
den alt .... | 84! 86 ! 34! 
48 Stunden a | 34 th } /s 36 /s | 33 '/s /s 





UbergieSt man Brot mit reichlich aes und vergleicht 
man das so aufbewahrte mit sofort untersuchtem, so stellt sich 
heraus, dafi der Unterschied zwischen frisch und altbacken 
unverdndert bestehen geblieben ist sowohl im Quellungsver- 
moégen, so wie in Kriimligkeit und Harte. Quellung in 
Wasser hemmt also den Ubergang von frisch in alt- 
backen, und zwar vollstindig. Auf diese interessante Tat- 
sache — die mir fiir die Theorie der Quellung von grund- 
legender Bedeutung zu sein scheint — komme ich in einem 
spateren Aufsatz ausfiihrlich zuriick. Hier méchte ich nur be- 
tonen, daB es ohne die Giiltigkeit dieses Gesetzes nicht mdéglich 
ware, das Quellungsvermégen durch 24stiindiges Dekantieren 
zu bestimmen. 

Ich habe mich nun gefragt: Beruht diese Anderung 
im Quellungsvermégen der Brotkrume auf einer Ande- 
rung in der Starke oder auf einer Anderung im Eiweih? 

Um diese Frage zu beantworten, habe ich das Eiweif 
mittels proteolytischer Enzyme aufgeldést, oder die Starke mittels 
amylolytischer Fermente, und untersucht, durch welche dieser 
beiden Behandlungsmethoden der Unterschied im Quellungs- 
vermOgen verschwindet. 

Das Aufldsen des Glutenskeletts des Brotes fiihrt man 
am leichtesten mit Pepsinsalzséure aus. Meist wandte ich 
eine Loésung von 1,5 g Pepsin des Handels in 100 ccm 0,5°/oiger 
Salzsdure an. Das Brot wurde, nach Quellung in einer Lésung 
von Pepsin in Wasser, durch ein feines Metallsieb gerieben; 
dann wurde, unter gutem Riihren, starke Salzsaure tropfen- 
weise bis zur bestimmten Konzentration zugefiigt.1) Das Ge- 





‘) Ich fand das gebrauchte Pepsin frei von amylolytischem Ferment. 
R* 
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misch wurde nach Zufiigung von Toluol zwei bis drei Tage 
lang unter Umschiitteln bei 27—30° C. aufbewahrt.!) Der 
Inhalt wurde dann mit Wasser verdiinnt, durch das Seidensieb 
gerieben, der 80—100 Locher pro Zentimeter enthalt, 24 Stunden 
lang in einem Mefzylinder von 250 ccm dekantiert, abgelesen, 
umgeschittelt und von reuem abgelesen. 

Auch in neutraler Lésung kann man das Eiweifskelett 
lésen, wenn auch etwas schwieriger, wenn man Papayotin in 
neutraler 1°/oiger Lésung anwendet. Die Verdauung fand auch 
hier bei 27—30° C. statt und dauerte drei Tage. Ich benutzte 
hierfiir «Papayotin puriss. Merck» und fand das gebrauchte 
Priparat frei von amylolytischem Ferment. 

So fand ich fiir das Quellungsvermégen in Kubikzentimetern 


pro 10 g Brot: 




















Pepsinsalzsadure Papayotin 
erster Versuch erster Versuch 
OS eee eT ee ec ra 40 '/s 
(1—2 Stunden alt) (1 '/2 Stunde alt) 
ee ee BB '/, | altbackemn . 2. 2 ww we 30 
(2 < 24 Stunden alt) (2 * 24 Stunden) 
zweiter Versuch zweiter Versuch 
rare ae 31 I ag SS al aa 40 
(1—2 Stunden alt) alibeckon 2.5 53+ 31 
ne 20 
(2 « 24 Stunden alt) 





Um die Stirke aus dem Brot aufzulésen, ist menschlicher 
Speichel am besten geeignet. Man erhalt Speichel leicht in 
gréBeren Mengen, wenn man nach der bekannten Vorschrift 
Steinchen kaut und die erhaltene Fliissigkeit durch ein seidenes 
Coliertuch filtriert. 10g Brot wurde in 100 g Speichel eingeweicht 
und mit demselben durch ein feines Metallsieb gerieben. Dann 
wurde das Gemisch unter Zusatz von Toluol und Umschitteln 





1) Die Temperatur soll nicht hdher steigen; bei 40—50° C. be- 
kommt unter Wasser stehendes altbackenes Brot die Eigenschaften von 
frischem Brot zuriick. Das Aufbewahren bei 27—-30° geschieht am besten 
in einem Wasserthermostaten mit Toluolthermoregulator. 
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bei 27—30° C. zwei bis drei Tage lang aufbewahrt. Es wurde 
dieses Gemisch mit Wasser verdiinnt, durch das seidene Colier- 
tuch gerieben, in einem Mefzylinder von 250 ccm dekantiert 


und abgelesen. 
So fand ich fiir das Quellungsvermégen in Kubikzenti- 


metern pro 10g Brot: 









| erster Versuch | zweiter Versuch 
| 32 37! 
ee ae a | a \ 32 a Is \ 37 ‘/2 
(1—2 Stunden alt) | BL ts ' 
| 34 371 
altbacken ....... | 88 ws ; t 87 '/s 
(2 s¢ 24 Stunden) | 32 37 */s 











Es zeigt sich daher, daB bei der aus dem Brot 
isolierten Starke der gleiche Unterschied im Quel- 
lungsvermoégen besteht, wie beim ganzen Brot,') und 
daB dieser Unterschied bei dem aus dem Brot iso- 
lierten Gluten verschwunden ist. 

Es scheint daher, da® die Anderung im Quellungsver- 
moégen des Brotes auf einer Anderung in der Starke beruht, 
wihrend das Gluten sich nicht andert. Um die Richtigkeit 
dieser Auffassung naher zu priifen, habe ich Starke und Gluten 
je fiir sich in einen Zustand gebracht, der mdglichst mit 
demjenigen iibereinstimmt, in dem sie sich im Brote befinden, 
und untersucht, ob ihr Quellungsvermégen und ihre Konsistenz 
sich beim Aufbewahren dnderten. 

Weizenstarke bereitet wurde durch Auswaschen eines 
Teiges von Weizenmehl und Wasser. Proben von 5 g der luft- 
trockenen Starke wurden mit 50°/o Wasser zu einem steifen 
Teig angeriihrt und in Reagenzréhren eingeschmolzen. Die 
Rohrchen wurden dann bei 95—100° C. erhitzt; bekanntlich 
ist das die Backtemperatur im Inneren des Brotes.?) Die 
Reagenzrodhren wurden in ein Wasserbad von 50° C. ge- 
bracht, das in 10 bis 15 Minuten bis auf 100° C. aufgewarmt 
und dann eine halbe Stunde lang auf dieser Temperatur ge- 





1) Lindet fand schon 1902, dafi beim Altbackenwerden die Starke 
des Brotes ein kleineres Quellungsvermégen bekommt. 
*) Siehe z. B. A. Maurizio, Getreide, Mehl und Brot. Berlin, 


Parey. 
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halten wurde. Es werden so die Verhialtnisse beim Brot- 
backen genau nachgeahmt und jeder Wasserverlust vermieden. 
Die eine Halfte der Reagenzréhren wurde sofort gedffnet und 
der Inhalt mit Wasser durch das Seidensieb gerieben und de- 
kantiert; die andere Hialfte wurde 2 < 24 Stunden lang auf- 
bewahrt und dann in der gleichen Weise untersucht. So fand 








ae 18 */s ) 


38 f 19 t/e f ai 


Es wurde auferdem festgestellt, daB die Starke beim 
Altbackenwerden bedeutend harter wird. Von einem 
Kriimligwerden war aber nichts zu bemerken. 

Das Gluten wurde durch Auswaschen eines Teiges von 
Weizenmehl und Wasser erhalten. Es wurde durch lange 
dauerndes Kneten im Wasserstrahl von Starke befreit und 
dann getrocknet. Stiicke von 5 g des feuchten Klebers wurden 
in Reagenzrdhren eingeschmolzen und so unter Vermeidung 
von Wasserverlust eine halbe Stunde lang bei 95--100° C. 
koaguliert. Der Inhalt der R6hren wurde, teilweise sofort, 
teilweise nach 2 & 24 Stunden Aufbewahrens, untersucht, mit 
Wasser durch das Seidensieb gerieben, dekantiert und abge- 
lesen. So wurde fiir das Quellungsvermégen gefunden in 
Kubikzentimetern : 














erster Versuch 
28 
RN kG ee &% eS i a ee ae 96 1 ' 27 '/2 
(1 Stunde alt) it J 
27 ' 
Mietiee «6 dda tana See ee va i : 27 '\2 
(2 < 24 Stunden im Eisschrank aufbewahrt) 


Von einem Harterwerden oder einem Kriimligwerden des 
koagulierten Glutens war nichts zu bemerken. 

Es zeigt sich daher, daB auch auBerhalb des Brotes 
die Starke beim Aufbewahren hirter wird und ein 
kleineres Quellungsvermégen bekommt und daB das 
Eiwei8 keine solche Anderung erleidet, falls die beiden 
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Substanzen in den gleichen Zustand gebracht werden, in dem 
sie sich im Brote befinden. Ein Kriimligwerden findet 
sich aber bei keiner der beiden Substanzen. 


b) Andert sich in derKrume beimAltbackenwerden 
die Menge oder die Loslichkeit der in Wasser léslichen 
Substanzen? 10g frisches Brot wurde in destilliertem Wasser 
aufgeweicht und durch ein feines Metallsieb gerieben; diese 
Mischung wurde dann auf ein Gesamtvolumen von 250 ccm ge- 
bracht, etwas Toluol zur Vermeidung von Mikrobenwirkung zu- 
gefiigt und 24 Stunden lang in der Schiittelmaschine intensiv ge- 
schiittelt. Die Mischung wurde dann auf ein Filter gebracht und das 
Filtrat so oft zuriickgegossen, bis es ganz klar durchlief. Dann 
wurden 25 ccm dieses Filtrats auf dem Wasserbad zur Trockne 
gebracht und bei 105° C. bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. 
Man bekommt dabei sehr genaue Zahlen, wenn man nur in 
blank geputzten Metallschalchen eindampft.') So fand ich: 








| Wasserbrot Milchbrot 
6,54 8,01 
ince Kw, ie Ge om, a 6,56 °/o ‘ 8,16 °/o 
(1 bis 2 Stunden allt) 6,57 8,31 
4,69 6,98 
CN sks ees Kw HO . t 4,60 °/o a t 6,93 °/o 
(2 X 24 Stunden alt) 4,51 = 





Es ist daher beim Altbackenwerden eine ge- 
wisse Menge Substanz unléslich geworden; oder ihre 
Loslichkeit hat abgenommen. Beim Ausziehen mit 250 ccm 
Wasser betragt die Abnahme der Menge loslicher Substanzen 
etwa 200 mg pro 10 g Brot, selten mehr, bis zu 450 mg. 
Welche ist diese Substanz ? 

Der wasserldsliche Teil des Weizenbrotes besteht aus 
vier Bestandteilen : 

a) eiweiBartige Substanzen. 
B) Zucker. 

+) Chlornatrium. 

d) Polysaccharide. 





1) In Glasschilchen sind die Resultate unsicher, vermutlich da 
die eingedampfte Substanz am Glase klebt, am Metall nicht. 
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Wir werden nun fiir jeden dieser Bestandteile unter- 
suchen, ob seine Menge sich beim Altbackenwerden dndert. 
a) eiweiBartige Substanzen bestimmte ich als Stick- 
stoff (nach Kjeldahl); durch Multiplikation mit dem Faktor 5,7 
erhielt ich die Menge eiweifartiger Substanzen. So fand ich: 

















ausgezogen Brot enthalt 

mit Wasser | lésliche Eiweifstoffe 
ccm lo 
RD: 6 5. 6 -+ 6 ee ORS 500 0,49 
(1 bis 2 Stunden alt) 250 0,46 
175 0,49 
a ee ae ' 500 0,47 
(2 « 24 Stunden alt) 950) 0,48 
175 0,46 








Die Menge der eiweifartigen Substanzen dndert sich 
daher beim Altbackenwerden nicht; ebenso wenig dndert sich 
ihre Loslichkeit. 

8) Zucker titrierte ich jodometrisch mit Fehlingscher 
Lésung nach Lehmann-Schoorl, mit oder ohne Vorbehand- 
lung nach Clerget. Im letzten Fall fiigte ich dem Extrakt 
so viel Salzsiure zu, daB er 3°/o davon enthielt, und hielt ihn 
dann nach schnellem Vorwérmen genau 10 Minuten lang auf 
70° C. So fand ich 








direkte Bestimmung |nach Vorbeh. nach Clerget 
(in Proz. des Brotgew.)| (in Proz. des Brotgew.) 





0,47 | 0,63 \ 


RIE wee erasiotcn 0,48 0,63 
(1—2 Stunden alt) 0,48 J 0,63 J 
0,45 | 0,61 | 

altbacken ..... 0,46 0,61 
prin in 047s 0,61 | 








2X 24 Stunden alt) 
Die Menge Zucker (Hexose und Bihexose) dndert sich 


daher beim Altbackenwerden nicht. 

+) Chlornatrium. Dem Extrakt wurde so viel Salpeter- 
sdure zugefiigt, daB er 3°/o davon enthielt, und 45 Minuten 
lang auf dem Wasserbad erhitzt. Dann fiigte ich eine bekannte 
Menge titrierter Silberlésung zu und titrierte mit Rhodan- 
ammonium zuriick. Ich erhielt dabei: 
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Prozente des Brotgewichts 
ES OER HOH atone 067 V o67 
(1 bis 2 Stunden alt) 0,67 J 
0,67 ) 
NE Ren eee ao. eae 0,67 
(2 & 24 Stunden alt) 0,67 





Auch die Menge Kochsalz in den Extrakten ist beim 
frischen und beim altbackenen Brote die gleiche. 

d) Polysaccharide. Der Riickgang muf daher auf 
einer Anderung in den Polysacchariden beruhen, und 
zwar zeigt sich, dai die Veranderung hauptsiachlich denjenigen 
Teil dieser Substanzen betrifft, der in starkem Alkohol unlés- 
lich ist. Zur Bestimmung des in Alkohol unldéslichen Teiles 
wurden 100 ccm des klar filtrierten Extraktes auf dem Wasser- 
bad bis zu einem Volumen von 5 cem (nicht bis zur Trockene) 
eingedampft und dann 100 ccm 96°/oiger Alkohol zugefiigt. 
Ich lie dann bis zum nachsten Morgen stehen, um die Nieder- 
schlagbildung vollstandig zu machen, sammelte den Niederschlag 
auf einem getrockneten und gewogenen Filter auf, wusch mit 
96°/oigem Alkohol bis zum Verschwinden der Chlorreaktion, 
trocknete und wog; im Filter wurde dann der Eiweifgehalt 
durch Stickstoffbestimmung nach Kjeldahl ermittelt und dieses 
Gewicht vom Bruttogehalt an alkoholunléslichen Polysacchariden 
abgezogen. Es stellte sich heraus, daB auch beim viel langeren 
Auswaschen des Niederschlages sein Gewicht sich nicht dndert, 
falls nur der Alkohol wirklich 96°/oig ist; in diesem ist der 
Niederschlag giinzlich unléslich. Es ist also ein ganz bestimmter 
Teil der Polysaccharide, den man so mift. Bei einem Brot, bei 
dem der Riickgang der léslichen Substanz grof war (etwa 41/29/o 
betrug), und das daher zur Untersuchung dieser Verhiltnisse 
besonders geeignet war, fand ich nun: 





























-— | 
frisches Brot | altbackenes Brot Riickgang 
(1—2 Stund. alt)| (2 24 Std. alt) 
totale Menge in Wasser lés- 
liche Substanz ... . 7,42 °/o 3,04 °/o 4,38 jo 
in Alkohol unléslicher Teil | 5,29 °/o 1,78 °jo 3,51 °/o 
in Alkohol léslicher Teil . | 2.18 lo 1,30 jo 0,78 %o 
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Es beruht der Riickgang daher hauptsachlich auf 
einer Verainderung des in Alkohol unléslichen Teils 
der wasserléslichen Polysaccharide; es sind das die 
lésliche Starke und die héheren Dextrine. Tatsiachlich farbt 
das klar filtrierte Extrakt sich mit Jod blau bis violett und 
zwar im Extrakt aus frischem Brot viel dunkler als in dem 
aus altbackenem. Bei kolorimetrischen Schatzungen findet man 
den Riickgang der léslichen Starke meist als die Halfte oder 
zwei Drittel des Riickganges des alkoholunldslichen Teiles.') 
Aber auch im alkoholléslichen Teil der Polysaccharide spielt 
sich noch eine kleine Anderung ab. Die Clerget-Zahl andert 
sich nicht; Hexobiosen und niedrigste Polysaccharide fndern 
sich daher nicht. Offenbar betrifft daher der Riickgang nicht 
ein einziges Polysaccharid, sondern mehrere, aber haupt- 
sichlich doch die lésliche Starke und die dieser am 
nachsten stehenden Dextrine. 

Jedenfalls bildet der Riickgang des Gehaltes an wasser- 
ldslichen alkoholunléslichen Polysacchariden — ich werde ihn 
weiter kurzweg den Gehalt an wasserléslicher Amylose nennen 
— eine sehr konstante und sicher zu bestimmende Anderung 
beim Altbackenwerden des Brotes. So fand ich: 

















er a ee ap 5,24 °/o 3,66 °/o 3,43 °/o 
(1 bis 2 Stunden alt) 5,30 
4,20 

altbacken ....... ; 4,18 %o 2,44 Jy 2,68 °/o 
(2 X 24 Stunden alt) 4,15 


Dabei ist es tatsichlich die Menge der wasserléslichen 
Polysaccharide, die sich dndert, und nicht etwa ihre Léslich- 
keit. Denn wenn man Proben von 10g des gleichen Brotes 


‘) Bei solchen Versuchen habe ich das Brot immer nur kurze 
Zeit und mit Eiswasser ausgezogen. Es ist mir namlich aufgefallen, dah 
das Vermégen, sich mit Jod zu farben, bei den Extrakten nach einiger Zeit 
abnimmt, auch wenn man sie unter den Kautelen der Asepsis oder unter 
Toluolzufiigung bereitet hat. Ist vielleicht ein kleiner Teil der Diastasen 
des Teiges beim Backprozef\ wirksam geblieben? Sogar ein Teil der Bak- 
terien iibersteht ja die Erhitzung im Backofen. Nach meiner Erfahrung ist 
die Krume des Weizenbrotes nur ausnahmsweise steril. Warum kénnte 
dann auch nicht ein kleiner Teil der Diastase aktiv geblieben sein? 
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mit verschieden grofen Mengen Wasser auszieht und aliquote 
Teile des klaren Filtrates eindampft und weiter behandelt, 
findet man fiir den Gehalt annéhernd die gleiche Zahl und 
keineswegs Zahlen, die der Wassermenge proportional sind. 
So wurde gefunden: 








ausgezogen | _—_Prozente wasserldslicher 
mit Wasser Polysaccharide 
ccm erster Versuch | zweiter Versuch 
a 500 5,24 | 4,94 
(1 bis 2 Stunden alt) 250 — | 5,59 
175 5,17 | 5,15 
elihacken ..-... 500 2,39 | 2,96 
(2 x 24 Stunden alt) 250 2.07 | 3,08 
175 2,61 | 2,97 








Es wird daher die Menge der ldslichen Poly- 
saccharide im Brote beim Altbackenwerden kleiner, 
wahrend die Menge der léslichen Eiweifkorper sich 
dabei nicht indert. Eine Anderung der Loslichkeit im 
engeren Sinne wurde in keinem der beiden Bestandteile 
aufgefunden. 

Die na&here Untersuchung der Menge wasserléslicher 
Substanz fiihrt daher zu der gleichen Folgerung wie die der 
Anderung des Quellungsvermogens: Die Starke erleidet 
chemische Anderungen beim Altbackenwerden, das 
Gluten nicht. 

Um diese Thesis noch naher experimentell zu priifen, 
habe ich die beiden Bestandteile auch auferhalb des Brotes 
untersucht. Bei der Untersuchung des Quellungsvermégens 
habe ich beschrieben, wie man Sarke und Gluten erhalten 
kann mit Eigenschaften, die den Bestandteilen des Brotes an- 
nahernd entsprechen. Bei den dort beschriebenen Versuchen 
wurde auch die Menge wasserléslicher Amylose und wasser- 
loslicher Eiweifistoffe im koagulierten Kleber bestimmt. Die Be- 
stimmungsmethoden waren die gleichen wie beim Brot. Ich 
fand dabei, da die Menge der léslichen Amylose bedeutend 
abnimmt und daf die Menge wasserloslicher eiweifartiger Sub- 
stanz im Gluten sich nicht dndert. 
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~ 4 Starke Gluten 
| wasser]. Substanz in Proz. | wasserl. Substanz in Proz. 
| der lufttrockenen Starke | des wasserhalltigen Glutens 

















fris | re 3,85 _— 0,94 
ae | 3.80 , 0,96 , 
7 | 2,96 0,92 
altbac ken a ee ee 3,32 3,13 0,92 0,92 


Zusammenfassend, kiénnen wir daher feststellen: 

1. Beim Altbackenwerden finden in der Starke 
des Brotes chemische Anderungen statt, wodurch sie 
harter wird, ein kleineres Quellungsvermégen be- 
kommt und weniger lésliche Polysaccharide enthalt. 

2. Im Gluten treten keine chemischen Anderungen 
wahrend des Altbackenwerdens auf; seine Harte, sein 
Quellungsvermégen, sein Gehalt an wasserldéslicher Substanz 
andern sich dabei nicht. 

Dieses zweite Ergebnis ist um so bemerkenswerter, als 
— wie die Erfahrung der Backer lehrt — der Zustand und die 
Eigenschaften des Glutens einen ziemlich grofen Einflu8 auf die 
Geschwindigkeit des Altbackenwerdens ausiiben. Es besteht 
hier ein Kontrast zwischen praktischer Erfahrung und wissen- 
schaftlicher Untersuchung. Es ist darum, daf ich so ausfiihr- 
lich untersucht habe, ob auch im Gluten Anderungen auftreten. 

Bis jetzt haben wir nur das Weizenbrot besprochen. Brot 
aus kleienfreiem Roggenmehl —- z. B.dasin Deutschland allgemein 
iibliche Graubrot — zeigt die gleichen Anderungen der Stirke 
beim Altbackenwerden. Krume von Brot ohne oder mit sehr 
wenig Kohlenhydraten — Glutenbrot, Soyabrot, Amandelbrot 
— geht nicht merklich in Quellungsvermégen und in wasser- 
léslichen Polysacchariden zuriick — wird aber auch der Kon- 
sistenz nach nicht altbacken. Der Raum verbietet mir, weiter 
auf diesen Gegenstand einzugehen. 


3. Uber die Geschwindigkeit des Altbackenwerdens. 


Brot wird in kurzer Zeit altbacken. Bei unserem hollandi- 
schen Weifbrot z. B. ist nach 12 Stunden die Anderung in 
der Krume schon merklich, nach 18 Stunden ist sie halb alt- 





Das Altbackenwerden der Brotkrume. I. 121 


backen, nach 24 Stunden altbacken. In den folgenden Tagen 
wird diese Anderung dann noch etwas starker; der Hauptsache 
nach ist sie aber nach 24 Stunden vollendet. Die Kruste wird 
in feuchter Luft oder beim Aufbewahren im verschlossenen 
Raum viel schneller altbacken. 

Es scheint lohnend, die Schnelligkeit des Altbackenwerdens 
quantitativ zu verfolgen und zu untersuchen, ob sie — nach 
den verschiedenen Methoden gemessen — iibereinstimmt. So 
habe ich bei Weizenbrot (Wasserbrot) beim selben Brote 
gleichzeitig die verschiedenen Gri8en bestimmt und zwar nach 
verschieden langen Zeiten. Die Zahlen haben die gleiche Be- 
deutung wie friiher. 


Erster Versuch. 


ar 2D —a 


a 











Alter Kriimlichkeit Hirte Quellungs- | Wasserlésliche 
des Brotes vermoégen | Amylose’) 
1 Stunde! icht kriimli 0,240? oe 52 ' | 376 | 38! 

unde ) nicht kriimlig ; 54 tl / 3.76 { > 
O46 47\ ..,, | 3,65 3 
3 Stunden > 150 46 46 '/s 3,68 3,6 
44. 
6 » : 0,106 ks 44‘), 3,65 * 3,65 
40) 1/3 3,45 
9 > » 0,090 41 4l 3,38 3,43 
erster leichtester - 39 3,36 
36 3,20 
24 > stark 0,044 | 96 tle 36 '/s 3.09 3,15 
irker /0,030 |>,.7 } 84%) 2 oon 
48 > noch etwas starker | 0,0 34 1s 2 2.87 J > 

















1) Das Brot braucht etwa eine Stunde, um abzukiihlen; vorher 
laf8t die Krume sich nicht abwiagen. 

*) Das Brot mufs ganz abgekihlt sein, sonst bekommt man er- 
heblich zu grofe Werte fiir die Harte; die Werte fiir 1 Stunde fallen 
darum leicht ein wenig zu grofs aus. 

*) Jedes Filter wurde nach der Wagung auf Eiweifgehalt unter- 
sucht (Stickstoffgehalt nach Kjeldahl, multipliziert mit 5,7); der Eiweif- 
yehalt wurde dann vom Bruttogewicht Polysaccharid abgezogen. 
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Zweiter Versuch. 
EEE EE A a Ls Le LL a ss Es 











Alter Krimligkeit Harte Quellungs- Wasserlésliche 
des Brotes vermégen | Amylose 
50\ . 

1 Stunde nicht kriimlig 0,226 51 50 '/s 3,94 
46 

3 Stunden > 0,140 47 46 '/s 3,65 
43 

6 > > 0,108 Lh 43 '/s 3,46 
41 

+) > > 0,088 WM 41 3,29 

| 
erster leichtester 39 
‘ 

37 

24 > stark 0,042 38 37 1/2 3,12 
36 

48 > noch etwas starker | 0,034 35 35 '/s 2,87 











Man ersieht aus diesen Tabellen zuerst die augenfallige 
Tatsache, daB das Kriimligwerden den anderen Ver- 
inderungen nachfolgt. In einem Brot von 12 Stunden 
Alter fiingt das Kriimligwerden erst an merklich zu werden, — 
wihrend Harte und Quellungsvermégen und wasserldsliche 
Amylose schon zu drei Vierteln den Weg vom frischen zum 
altbackenen Zustand zuriickgelegt haben. ') 

Diesen Kontrast habe ich immer und immer wieder ge- 
funden. Er ist sicher keinem zufalligen Fehler zu verdanken. 
Wie man ihn erklaren kann, werden wir spater sehen. 

Ubrigens gehen die verschiedenen Grofen in ihrem Verlauf 
ziemlich parallel. 





‘) Bei Weizenbrot, das bei gleichmafigen und kleinen Poren zu 
einem grofen Volumen ausgebacken worden ist — wie das in Holland 
iiblich ist — sind die Anderungen der Harte wenig auffallig, so lange 
sie nicht sehr stark geworden sind. Darum fallt nach 9 bis 12 Stunden 
auch das Harterwerden kaum auf. Man bekommt daher leicht den 
Eindruck, solches Brot sei noch frisch, und findet dann bei der chemi- 
schen Untersuchung fast den gleichen Wert als fiir altbacken. Da die 
Backer oft Brot von 9 Stunden noch als frisch zu verkaufen suchen, 
kénnen daraus leicht Tauschungen entstehen. 
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Es erhebt sich jetzt die interessante Frage, ob es nicht 
moglich ist, aus diesen Geschwindigkeitsmessungen die Reak- 
tionsordnung des chemischen Prozesses zu bestimmen. Die 
beste Methode zur Bestimmung der Reaktionsordnung — 
die Variierung der Anfangskonzentration — laBt sich hier zwar 
nicht durchfiihren. Aber man kann untersuchen, ob die Formel 
der monomolekularen, oder derjenigen der bimoleku- 
laren oder die der trimolekularen Reaktion besser stimmt, 
indem man priift, bei welcher Formel die «Konstante» am 
besten konstant bleibt. 

Ist C, die Anfangskonzentration, C die Konzentration, wenn die 
Zeit t betrigt, so soll konstant sein, wenn die Reaktion ist 

monomolekular bimolekular trimolekular 


:.¢ _1y1 1 £4 
eek tel k=76-<) k=+(@ ) 


Reaktionen von einer hdheren Reaktionsordnung wie trimolekulare 
kommen erfahrungsmafig kaum vor. 

Nehmen wir jetzt an, das Altbackenwerden beruhe auf dem Uber- 
gang von einer a-Modifikation der Starke in eine B-Modifikation, und die 
Anderung des Quellungsvermégens sei dem Grad der Umsetzung pro- 
portional. Bewahrte man 48 Stunden altes Brot noch mehrere Tage 
linger, und zwar im Eisschrank, so wurde sein Quellungsvermiégen 
noch etwas kleiner, meist 2 ccm. Es wird daher die vermutliche Zahl 
der a-Molekiile dem Unterschied zwischen dem Quellungsvermégen und 
zwischen diesem kleinsten Quellungsvermégen proportional sein. Nehmen 
wir als Anfangskonzentration C, den Wert fiir Brot von einer Stunde 
und rechnen wir die Zeit von da an, so findet man: 


Erster Versuch 


i [t6-8 | F@-d) 














—) 


| = 
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Zweiter Versuch 




















| , = [A (lf 1/1 1 
pr ae pig | yleme t (aa) 
0 17 me om we 
2 | 43 0,038 0,0091 0,00121 
F 10 0,046 0,0082 0,00151 
8 7/5 0,044 0,0083 0,00179 

r 5's 0,045 0,0112 0,00269 
23 | & | 0,097 0,0083 0,00257 
47 | 2 | 0,020 0,0094 0,00525 


Die Zahlen sind etwas unregelmafig. Man hatte es iibrigens auch 
nicht anders erwarten kinnen, denn das Quellungsvermégen kann um 
1 ccm ungenau sein, im ungiinstigen Fall sogar um 1'/s oder 2 ccm. 


Man sieht aber deutlich, daB die «Konstante» der mono- 
molekularen Reaktion mit der Zeit abnimmt, die der trimole- 
kularen Reaktion zunimmt. Diejenige der bimolekularen Reaktion 
bleibt aber ungefahr konstant. 

Dieses Ergebnis habe ich beim Ausmessen solcher Ge- 
schwindigkeitskurven immer wieder gefunden. Wenn also das 
Altbackenwerden tiberhaupt eine chemische Umsetzung ist, 
so ist es am wahrscheinlichsten eine bimolekulare Reak- 
tion, etwa so, daB zwei Molekiile der a-Stirke zu einem 
Molekiil der 6-Starke zusammentreten. 


4. Die Erklirung der Anderungen der Konsistenz aus 
den chemischen Anderungen. 


Wie wir gesehen haben, ist die einzige chemische An- 
derung beim Altbackenwerden, die wir auffinden konnten, eine 
Umsetzung in der Stirke, wodurch diese hiarter wird, ein 
kleineres Quellungsvermégen bekommt und weniger loésliche 
Stirke enthalt. 

Kénnen nun die beobachteten Anderungen der Konsistenz 
ganz und gar aus dieser chemischen Umsetzung in der Starke 
zuriickgefiihrt werden? Oder geschieht noch etwas anderes? 
Das ist die Frage, die wir jetzt zu beantworten haben. 

Erinnern wir uns, da8 wir drei Anderungen der Konsi- 


stenz festgestellt hatten: 
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1. Aroma und Geschmack 4andern sich; 

2. das Brot wird harter; 

das Brot wird kriimlig; nach Quellung in tiber- 
schiissigem Wasser fillt es aber schwieriger 
auseinander als frisches Brot. 

Zudem stellten wir die merkwiirdige Tatsache fest, dab 
diese Anderungen nicht gleich schnell auftreten. Das Kriimlig- 
werden hinkt den Anderungen der Hirte und der chemischen 
Eigenschaften nach; diese aber entwickeln sich der Hauptsache 
nach parallel. Damit ist zu vergleichen, daB die Starke auBerhalb 
des Brotes zwar hirter wird und die gleichen Zeichen der chemi- 
schen Umsetzung wie im Brote zeigt, aber nicht kriimlig wird. 

Endlich ist zu erklaren, wie es mdglich ist, dab die Eigen- 
schaften des Glutens deutlich das Altbackenwerden beeinflussen, 
wihrend doch im Gluten selbst keine chemischen Umsetzungen 
stattfinden. 

DaB frisches Brot siifer als altbackenes schmeckt, hingt 
wahrscheinlich mit dem grdferen Gehalt an ldslichen Poly- 
sacchariden zusammen. Der Speichel verzuckert geléste Amylose 
viel schneller als nicht geléste. Zudem wird -— wie wir spiter 
sehen werden — auch der in Wasser nicht losliche Teil der 
Starke in frischem Zustande durch Speichel schneller ange- 
griffen, als wenn es altbacken ist. Frisches und altbackenes 
Brot enthalten gleich viel praéformierten Zucker. 

Das Harterwerden ist einfach zu erkliren. Es wird solche 
Starke auch auferhalb des Brotes harter. Der «trockenere» 
Geschmack des altbackenen Brotes wird wahrscheinlich durch 
die hirtere Konsistenz bedingt. 

Viel schwieriger ist das Kriimligwerden zu verstehen. 
Erhitzt man Starke mit 40—100°/o Wasser, so wird es beim 
Altbackenwerden hart, aber nicht kriimlig. Wohl aber nehmen 
das Quellungsvermégen und der Gehalt an léslicher Amylose ab. 

Es scheint mir daher, daB wir gezwungen sind, noch 
einen anderen Prozefi zur Erklarung des Altbackenwerdens 
anzunehmen, und zwar einen Ubergang von Wasser von 
der Starke zum Gluten. Eine solche Wasserverschiebung 
wire die Folge des verminderten Vermdégens der Starke, das 


ee 
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Wasser zu binden. Halten im frischen Brot Amylum und 
Gluten das Wasser gleich stark fest, und nimmt das Vermégen, 
Wasser zu binden, in der Starke ab, so wird Wasser von der 
Stirke zum Gluten tibergehen miissen. 

Es wire moglich, dafi es noch eine zweite Ursache fiir 
die Wasserverschiebung gibt. Wenn das Wasser sich bei 
hoherer Temperatur zwischen Starke und Gluten verteilt hat, 
ist es vielleicht nach dem Abkiihlen nicht in Gleichgewicht. 
Es wire moglich, daB beim Abkihlen das wasserbindende 
Vermégen des Glutens das Ubergewicht erhielte.1) Ich habe 
aber bis jetzt keine Tatsachen gefunden, die darauf hinweisen, 
dafii diese zweite Ursache tatsachlich Bedeutung hat. Vor- 
liiufig werde ich also diese Ursache aufSer Betrachtung lassen. 

Die Wasserverschiebung von der Starke nach dem Gluten 
wird nun einen grofen Einflu8 auf den Zusammenhang des 
Brotes haben. Denn ein quellbarer Koérper, der Wasser ver- 
liert, wird kleiner, und ein solcher, der Wasser aufnimmt, 
groBer. Im frischen Brot schlieBen sich die Glutenbalkchen 
eng um die Stiirkekérner und verbinden diese zu einem 
Ganzen. Werden nun die Starkek6érner kleiner und die Gluten- 
biilkchen grOBer, so verlieren sie ihren gegenseitigen Zusammen- 
hang; die Stirke wird etwas vom Gluten gelockert werden, 
es werden Hohlréaume zwischen beiden entstehen miissen. 
Dadurch scheint mir das Kriimligwerden erklart zu werden. 

Da8B das frische Brot, wenn es in Wasser gequollen ist, 
leichter zerkleinert werden kann als das altbackene, findet 
seine Erklarung in der weicheren Konsistenz der Starke, zumal 
da dieselbe auch mehr Wasser aufgenommen hat. Aber z. T. 
ist auch wohl das verschieden starke Quellen von Starke und 
Gluten im Spiele. Das frischbackene Amylum quillt némlich viel 
starker als das altbackene, die Ko6rner nehmen also vielmehr an 
Gréfe zu, wahrend die Quellung des Glutenskelettes in beiden 
Fallen die gleiche ist. Es werden daher im frischen Brot bei der 
Quellung Spannungen auftreten, die im altbackenen fehlen. 


1) Bekanntlich hat Horsford (siehe A. Maurizio I. c.) seinerzeit 
das Bestehen einer aus diesem Grunde auftretenden Wasserverschiebung 
als alleinige Ursache des Altbackenwerdens angenommen. 
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Die Verspitung des Kriimligwerdens den anderen Ver- 
anderungen gegeniiber findet nun in der Wasserverschiebung von 
der Starke zum Gluten ihre ungezwungene Erklirung. Es mu 
ja diese Verschiebung eine gewisse Zeit kosten. Und die 
«treibende Kraft» dieser Wasserdiffusion ist so klein — 
frisches und altbackenes Brot haben keinen mefbaren Unter- 
schied der Wasserdampfspannung —, daB es nicht verwunderlich 
ist, dafB die Verschiebung merkliche Zeit kostet. Das miibte 
dann zu einer Verspitung im Kriimligwerden fiihren. 

Vielleicht beruht die Zunahme der Harte zum Teil auch 
auf diesem Wasserverlust der Starke. Es werden ja alle quell- 
baren KOrper harter, wenn sie Wasser verlieren. Jedenfalls 
wird das Hiarterwerden der Hauptsache nach durch die Um- 
setzung in der Stirke bedingt. Aber kénnte der Wasserverlust 
vielleicht daneben eine Rolle spielen? Es scheint schon darum 
nicht wahrscheinlich, daB diese Rolle bedeutend wire, da das 
abgegebene Wasser vom Gluten aufgenommen wird, das also 
entsprechend weicher wird. Auch zeigt sich keine Verspitung 
im Harterwerden den Verdnderungen im Quellungsvermégen 
gegeniiber. Driickt man den Altbackenheitsgrad aus, indem 
man den beobachteten Riickgang durch den Riickgang nach 
24 Stunden dividiert, so stimmen die Zahlen fiir Quellungs- 
vermégen und Harte gut tiberein; von einer Verspiatung ist 
nichts Sicheres zu bemerken. Ich erhielt die folgenden Zahlen: ') 





erster Versuch zweiter Versuch 








nach dem | nach der} ach dem | nach der 
Quellungs- Hi Quellungs- Hi 
vermégen drte | vermigen arte 
1 Stunde alt — — _— _ 
9 Stunden alt 72 77 73 7) 
12 > > 81 84 88 86 
24 > > 100 100 100 100 

















*) Ich habe in dieser Tabelle nur diejenigen Altbackenheitsgrade 
aufgenommen, die schon nahe an 100 grenzen. Denn bei noch fast 
frischem Brote wird die Anderung der Harte der Grundanderung viel- 
leicht nicht proportional sein. Dadurch kénnte man eine unnétige Kom- 


plikation in das Problem einfiihren. 
9* 
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Es scheint mir daher wahrscheinlich, daB der Einflu8 
der Wasserverschiebung auf das Hiarterwerden nur _ neben- 
sichlich ist. 

Wie kann man nun den Einflu8 der Eigenschaften des 
Glutens erkliren? Dieses beruht — scheint mir — auf dem 
Anteil, den die Konsistenz des Glutens an der Konsistenz des 
ganzen Brotes hat. Besteht das Glutenskelett des Brotes aus 
einem Stoff von trockner und kriimliger Beschaffenheit, so 
wird das ganze Brot im altbackenen Zustand trockener und 
kriimliger sein, als wenn das Gluten feucht und zusammen- 
hingend ist. Nun ist — wie ich spater noch ausfiihrlich zeigen 
werde!) — die Konsistenz des Glutens ziemlich stark abhiangig 
von der Art, in der die Teiggarung gefiihrt worden ist. Je héher 
z. B. die Temperatur des Teiges oder je grofer die Menge Hefe, 
um so trockner und kriimliger fallt die Konsistenz des koagu- 
lierten Klebers aus. So wird es verstandlich, warum der Bicker 
mit lange dauernder Teigfiihrung (kalte Temperatur und wenig 
Hefe) arbeitet, wenn er ein lange frisch bleibendes Brot her- 
stellen will.?) Solche Faktoren beeinflussen — wie ich durch 
genaue Versuche zeigen konnte — nicht den Grundprozef in 
der Starke, sondern maskieren ihn blofB.*) 


Zusammenfassung. 


Zusammenfassend koénnen wir sagen, daf nach der vor- 
liegenden Untersuchung die hauptsachliche Ursache des Alt- 
backenwerdens des Brotes eine Umsetzung in den durch das 
Backen verdnderten Starkekornern ist, wodurch diese hirter 
werden, kleineres Quellungsvermégen bekommen und wodurch 
ein Teil ihrer léslichen Polysaccharide unléslich wird. 


‘) Ich komme auf diese Fragen in einer Arbeit tiber die Ver- 
schmelzung des Glutens durch die Hefe ausfiihrlich zuriick. 

?) Siehe dariiber z.B. James Meikle, Bakers Review, Dez. 1913, 
S. 54—56. 

’) Bis jetzt kenne ich keine Tatsachen, die mir auf den Einfluf 
von Menge und Eigenschaften des Glutens auf die Schnelligkeit des 
Wassertransportes hinzuweisen scheinen. 
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Daneben findet eine Wasserverschiebung von der Starke 
zum Gluten statt, die von der Grundverinderung in der Stirke 
bedingt wird und die die Ursache des Kriimligwerdens bildet. 

Endlich hat die Konsistenz des Glutenskelettes des Brotes 
einen gewissen Einflu8 auf die Konsistenz des Brotes, wodurch 
der Einflu8 der beiden vorhergehenden Verinderungen sich 
etwas mehr oder weniger fiihlbar macht. 

Es wird interessant sein, zu priifen, ob von den Ver- 
ainderungen, die ich hier festgestellt habe, auch mikroskopisch 
etwas zu beobachten ist. Prof. E. Verschaffelt, und spater 
in Zusammenarbeit mit ihm Fraulein E. van Teutem, 
haben darum die Frage nach etwaigen mikroskopischen Ver- 
inderungen beim Altbackenwerden griindlich studiert. 

















Die Anderung der mikroskopischen Struktur des Brotes beim 
Altbackenwerden. 
Von 


E. Verschaffelt und Frl. E. van Teutem in Amsterdam. 


Mit 2 Lichtdrucktafeln. 





(Der Redaktion zugegangen am 11. August 1915.) 


Die mikroskopische Struktur des Brotes wurde bis jetzt 
sehr wenig studiert. Es scheint uns daher nicht tiberfliissig, 
eine kurze Beschreibung derselben zu geben, bevor wir zur 
Untersuchung ihrer Anderungen beim Altbackenwerden iiber- 
gehen. Wir werden uns in dieser Abhandlung auf die Unter- 
suchung von Weibbrot (Weizenbrot) beschrianken. 

Am leichtesten orientiert man sich, wenn man ein 
Stiickchen Krume von Weizenbrot mit der Pinzette abpfliickt 
und es auf einem Objekttrager in einem Tropfen Wasser, unter 
leichtem Druck mit dem Deckglischen, ausbreitet. Man sieht 
eine durchscheinende Masse, die in allen Richtungen durch- 
kreuzt wird von starker lichtbrechenden Streifen, die zu 
diinneren oder dickeren Bindeln vereinigt sind. Stirkekérner 
zeichnen sich im frischbackenen Brot so gut wie gar nicht ab. 
Nur an den Riindern des Praparates finden sich diinnere 
Stellen, wo die Struktur deutlicher ist. 

Viel besser kann man diese studieren, wenn man unter 
den Wiinden der Brotalveolen eine sehr diinne, durchscheinende 
aussucht, sie mit der Pinzette vorsichtig abhebt und in einem 
Tropfen Wasser ausbreitet (diesesmal ohne mit dem Deck- 
gliischen zu driicken). Die diinnsten Stellen der Brotlamelle 
sind dann meist nur zwei oder drei Schichten Starkek6rner 
dick; macht man etwa zehn solcher Priparate, so findet man 
leicht eines, in dem eine Stelle nur eine bis zwei Schichten 
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Stirkekérner zeigt.‘) Man sieht dann, wie die groSen Stirke- 
kérner ziemlich regelméfig, in Reihen nebeneinander ange- 
ordnet liegen. Es ist diese Anordnung, welche dem Brot — 
vor allem bei schwacher Vergréferung — ein streifiges Aus- 
sehen gibt; die kleinen Staérkekorner liegen um und zwischen 
den grofien. Das Eiweif (Gluten) des Brotes vereinigt die 
Stirkekérner zu einem Ganzen. Uberall sieht man es zwischen 
den einzelnen Kornern liegen, meist als diinne Streifen, die 
im optischen Durchschnitt als Faden erscheinen, zuweilen als 
breitere Lamellen. Jedes Stirkekorn ist vom Gluten ganz 
umgeben. Die Hefezellen liegen in den Glutenlamellen und 
sind ziemlich regelmabig verteilt. Es sind kleine runde oder 
elliptische Kérperchen, oft zu Reihen von zwei bis drei ver- 
kettet; in diesem Falle sind sie meist von ungleicher GroBe. 
Man erkennt sie an dieser Knospenbildung und an ihrer 
eigenen Wand. 

Sehr schén ist das Bild, das man sieht, wenn man die 
diinne Brotlamelle in sehr verdiinnter Jodjodkaliumlésung unter- 
sucht. Die Starkekérner farben sich dann blau bis schwarz- 
blau, das Eiweifi wird gelb, die Hefezellen werden dunkler 
gelb. Bemerkenswert ist dann die scharfe Begrenzung der 
Starkekérner, dem anders gefarbten Gluten gegeniiber. Und 
auffallig ist die reingelbe Farbung des Glutens; nirgends sind 
blaue oder griine Partien zu sehen. Offenbar ist die ldsliche 
Stirke des Brotes nur in den StairkekOrnern enthalten; 
von einem Austritt in oder einer Vermischung mit dem Gluten 
bemerkt man nichts. 

Am schénsten aber werden die Priparate, wenn man 
sie in Lésungen von Farbstoffen untersucht, die das Gluten 
férben und die Stiarkekoérner nicht. Wasserige Safraninlésungen 
eignen sich sehr gut. Das Gluten wird dann rosarot, die Starke- 
korner farben sich nicht, die Hefezellen werden dunkelrot, die 
Konturen der Stiarkekérner zeichnen sich deutlich durch den 
Unterschied der Farbe ab. Man sieht bei schwacher Ver- 
groBerung deutlich den streifigen Bau, und sieht, dai sie eine 





1) Beim hollindischen Weifbrot, das zu einem sehr grofen Volumen 
ausgebacken ist mit regelmafig verteilten feinen Poren: 
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Folge der regelmafigen Ordnung der gréBeren Starkekérner 
ist. Bei starker VergréGerung sieht man jetzt, dab tatsach- 
lich auch dort, wo die Starkekérner sehr nahe beieinander 
liegen, sie doch durch dinne Eiweiflamellen voneinander ge- 
trennt sind. Bei weit gedffnetem Abbeschen Beleuchtungs- 
apparat verschwinden die Starkekérner im Bilde, und nun 
laBt sich die Form des Glutens gut studieren. Es durchzieht 
wie ein Skelett, das die Starkekérner traigt und zu einem 
Ganzen vereinigt, das Brot. Es laft sich dieses Skelett sehr 
leicht isolieren, wenn man Brotkrume einige Tage lang bei 
65° C. mit Malzextrakt oder mit einer L6ésung kdauflicher 
Diastase behandelt. Es bleibt dann tbrig als ein weifer 
K6rper, der (wenn er im Wasser schwimmt) etwa wie Brot- 
krume aussieht, nur viel schlaffer ist. Es besteht aus koagu- 
liertem Eiweib. 

Kehren wir aber zu den mit Safranin gefarbten Zupf- 
priparaten des frischbackenen Brotes zurtick. Das Gluten 
umschlieBt die Starkekorner sehr eng. Hohlréume zwischen 
beiden sieht man nicht oder nur ausnahmsweise. 

In den Lamellen des Glutens sieht man deutliche Mikro- 
somen, wohl hauptsiachlich Fetttroépfchen. Weizenmehl enthalt 
nimlich etwa zehn Prozent trockenes EiweiB und zwei Prozent 
Fett, es kann das Fett also im Gluten einen ziemlich auf- 
falligen Raum einnehmen. Man sieht jetzt auch deutlich, daB 
die Hefezellen in den Glutenlamellen oder in deren Oberflaiche 
eingebettet liegen. 

Besonders schén werden die Bilder, die man bekommt, 
wenn man sehr diinne Stellen durchsichtiger Brotlamellen in 
wisseriger Safraninlésung untersucht. Fig. 1 gibt das Bild 
einer solchen Stelle, und zwar bei frischbackenem Brote. In 
dieser Figur sind die Hefezellen schwarzgrau, das Gluten hell- 
grau, die Starkekérner fast wei abgebildet. 

Untersuchen wir jetzt mit denselben Untersuchungs- 
methoden altbackenes Brot, und zwar solches, das unter 
strenger Vermeidung von Wasserverlust altbacken 
geworden ist — etwa in einer hermetisch schliefenden 
Stépselflasche. Wir bekommen dann Bilder von sehr 4ahn- 
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Eine diinne Brotlamelle (nach Farbung mit Safraninlésung) 
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Umrisse von Starkek6rnern in diinnen Brotlamellen. 


vor dem Altbackenwerden. 





‘ 
7 { fr —— 
4 ( ‘ " / ( 
a = 
4 a a atl 
a7 RP 





Lee 





Fig. 4 


Big Zeitschrift fiir physiol. Chemie, Band XCV, Tafel 4 

a ue. Vv 2 2 on : 

rs \ erechaffelt und Fri. E. van Teutem, die Aenderung der mikroskopischen Struktur 
} es Brotes beim Altbackenwerden.“ 


























Die Anderung der mikroskopischen Struktur des Brotes usw. 133 


licher Struktur. Nirgends sind im Brot Niederschlige 
entstanden, weder in den Starkekérnern, noch im Gluten. 
Aber doch ist in der allgemeinen Struktur des Brotes eine 
Veranderung aufgetreten. Sie zieht vielleicht nicht sofort die 
Aufmerksamkeit auf sich. Aber jeder, der mit einiger Sorg- 
falt Praiparate von frischem und altbackenem Brot vergleicht, 
wird sich iiberzeugen, daB es sich hier um eine konstant auf- 
tretende Verdanderung handelt. 

Oben ist gesagt worden, dafi dickere Stiickchen frisch- 
backenen Brotes, in Wasser untersucht, keinen sehr deut- 
lichen Bau zeigen, und da dann speziell die Grenzen der 
Staérkekérner dem Gluten gegeniiber nicht oder kaum zu be- 
obachten sind. Im altbackenen Brote ist das etwas anders: 
dort zeichnen sich, auch bei dickeren Stiickchen, die Starke- 
korner im allgemeinen viel deutlicher ab. Und wenn man 
untersucht, wie man diesen Unterschied erkliren soll, sieht 
man, daf den Umrissen der Starkekorner entlang, tiber 
einen groéferen oder kleineren Abstand, feine luft- 
haltige Kanalchen laufen, die die Umrisse der Stirke- 
korner schiarfer und etwas zackig, etwas unregelmiafig 
machen. 

Besonders schén sieht man diese Anderung der Struktur, 
wenn man wie oben die durchscheinenden Brotlamellen und 
zwar an ihren diinnsten Stellen untersucht, wo sie nur noch 
eine Schicht Starkekérner dick sind; am besten werden die 
Bilder, wenn man in wasseriger Safraninldsung untersucht. 
Die Luftraéume sind nun sehr deutlich und leicht zu beobachten. 
Das Gluten wird namlich schén rosarot gefiarbt, die Starke- 
koérner bleiben fast farblos, aber nehmen doch auch einen 
leichtesten rosaroten Farbenton an. Zwischen beiden findet 
man nun die ganz farblosen Luftraume, die zuweilen um 
das ganze Starkekorn laufen, aber meistens nur an einem Teil 
des Umrisses auftreten. Dadurch scheinen die Umrisse des 
Starkekornes bei mittelstarker Vergroferung durch eine viel 
weniger diinne und scharfe Linie gezeichnet; dieselbe ist dicker 
als beim frischen Brot und etwas zackig und unregelmibig. 
Fig. 2 gibt eine Zeichnung dieses Bildes. 
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Fig. 4 gibt eine Zeichnung von der Gréfe und Form der 
auftretenden Luftraiume, wie sie in den diinnsten Stellen aussehen, 
wenn sie mit den starksten Linsen beobachtet werden. Das Grofen- 
verhialtnis zwischen Starkekorn und Luftraum ist moglichst richtig 
gezeichnet. Bei den gréferen Stairkekérnern betragt also die 
Weite des Luftraumes etwa !/s0 bis 1/10 des Durchmessers des 
Staérkekornes. Die Zeichnung zeigt, da% der Hohlraum das 
Stirkekorn nicht allseitig zu umgeben braucht. Fig. 3 gibt an, 
wie dieselben Stairkekérner vor dem Altbackenwerden aussehen. 
Ks ist, als ob durch eine Schrumpfung Starke und Gluten sich 
voneinander gelést haben, wobei neue Luftraume entstanden 
sind; zuweilen haben die beiden Bestandteile sich ganz von- 
einander gelést, meist aber sind sie an irgend einer Stelle doch 
miteinander in Beriihrung geblieben. 

Wir betonen ausdriicklich, daB alle diese Beobachtungen 
an Brotkrume gemacht worden sind, die unter Vermeidung 
jeglichen Wasserverlustes — in einer hermetisch schliefenden 
Stépselflasche — altbacken geworden war. Von Austrocknen 
im gewohnlichen Sinne des Wortes kann daher keine Rede 
sein. Die neu gebildeten Luftréume des Brotes, die viel diinner 
sind als die, welche schon im frischbackenen Brote vorkamen, 
lassen nun — nach einer bekannten Erscheinung — ihre Luft 
weniger leicht von Wasser verdringen und bleiben darum 
auch im Wasserpraparat sichtbar. 

Brot, das etwa neun Stunden alt ist — das also, 
wie J. R. Katz gefunden hat, nach der Kriimligkeit frisch, 
und nach seinen sonstigen Eigenschaften altbacken ist — ver- 
halt sich mikroskopisch wie frischbackenes Brot; 
wir konnten diese Tatsache zu wiederholten Malen feststellen, 
so dafi an deren Richtigkeit, scheint uns, nicht zu zweifeln 
ist. Es geht also die Entstehung der Luftriume dem 
Auftreten der Krimligkeit parallel, und nicht der Ent- 
wicklung der anderen Eigenschaften, also den Anderungen von 
Harte, Quellungsvermégen und Gehalt an léslicher Amylose. 

Es bilden diese Befunde eine interessante Bestatigung 
der Theorie des Altbackenwerdens, die J. R. Katz in der 
vorigen Abhandlung gegeben hat. Nach ihm soll die Kriim- 
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ligkeit die Folge einer Wasserabgabe von der Stirke an das 
Gluten sein, wodurch die Starkek6rner kleiner werden, schrumpfen 
und dadurch einen loseren Zusammenhang mit dem Gluten- 
skelett bekommen. Die mikroskopischen Verdnderungen, die 
wir aufgefunden haben, entsprechen eben denen, die man nach 
dieser Theorie erwarten sollte. 

Noch einen zweiten Unterschied zwischen frisch und alt- 
backen fanden wir regelmabig wieder. Legt man ein Stiickchen 
Brot in Wasser und driickt man es leicht mit dem Deckglaschen 
zusammen, so werden viele der am Rande liegenden Stiirke- 
korner frei. Bei frischem Brot stehen die Stirkekoérner 
offenbar unter einer gewissen Spannung, die beim 
altbackenen Brot fehlt. Es werden namlich die Stirke- 
kérner im ersten Fall mit einem Ruck fortgeschleudert, im 
zweiten fehlt diese ruckartige Bewegung. Der Unterschied ist 
nur dann sichtbar, wenn man das Préparat unmittelbar 
nach dem Anfertigen untersucht. Sehr bald schon ist der 
Unterschied nicht mehr zu sehen. Er ist vermutlich eine 
Folge von der viel starkeren Quellung der frischbackenen Starke 
beim Einlegen in Wasser und von der Abwesenheit der Hohl- 
raume. 

Andere Unterschiede zwischen frischem und altbackenem 
Brote haben wir nicht auffinden kénnen. 

















Das Altbackenwerden der Brotkrume vom physiologisch- 
chemischen Standpunkt betrachtet. 


IJ. Mitteilung. 
Von 
J. R. Katz, prakt. Arzt in Amsterdam. 


Mit einer Kurvenzeichnung im Text. 


(Aus dem chemischen Laboratorium der Universitat Amsterdam, Abteil. Prof. A. Smits.) 
(Der Redaktion zugegangen am 11. August 1915.) 


5. Die Veranderung der Starke beim Backen ist ein 
GrenzprozeB. 


Um zu verstehen, was die Veranderungen der Starke beim 
Altbackenwerden bedeuten, mu8 man sie mit den Verinderungen 
beim Backen vergleichen. 

Um diese letzteren zu studieren, habe ich aus einem und 
demselben Teige (fiir Wasserbrot) vier Brote backen lassen, 
und zwar 12, 20'/2, 31 und 55 Minuten lang. Jedem Brote 
wurden — genau eine Stunde nachdem es den Ofen verlassen 
hatte — zwei Proben von je 10 g Krume aus der Partie unter 
der Kruste entnommen. Das Quellungsvermégen dieser Proben 
wurde nach der im ersten Teil dieser Arbeit beschriebenen 
Methode (Durchreiben durch ein feines Seidensieb, Absetzen- 
lassen und Ablesen der Hohe des Niederschlages) mit den dort 
angegebenen — notwendigen — Vorsichtsmafregeln untersucht. 
Gefunden habe ich fiir das Volumen des Dekantats (in Kubik- 


zentimetern) : 


Teig 12 Min. 204% Min. 31. Min. 55 Min, 
12) 42 Abt 47 4/ 51 

*\ ap \ 40 1), PY gg, 7 laggy ON gr, 
11'/2 J 39 J 4h | 46/2 52] 


Stellt man die erhaltenen Werte graphisch dar, so sieht 
man, dafB der Wert des Quellungsvermégens beim 
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Backen zunimmt und sich asymptotisch einem Grenz- 
wert niahert. Die folgende Figur gibt diese Verhiltnisse 
wieder : 
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Quellungsvermégen. 


Das gleiche Verhalten findet man, wenn man aus Proben 
von je 10 g Brot die Starke mittels 1°/oiger Papayotinlésungen 
(bei 28° C.) isoliert. *) 


Teig 12 Min. 20 '/, Min. 31 Min. 55 Min. 
10 | 
I1'/2 40 '/ 43 44 oo 
13 f / /2 


Endlich untersuchte ich!) den Gehalt an wasserléslichen, 
alkoholunléslichen Polysacchariden. So wurde gefunden (nach 
Abzug des Eiweifigehaltes des Niederschlages): 

Teig 12 Min. 20'/2 Min. 31 Min. 55 Min. 

2,5 


97 ; 2,6°%0 4,15 %/o 4,2 Jo 4,15 °/o 46 %o 


Es nimmt daher auch der Gehalt an wasser- 
ldslichen alkoholunléslichen Polysacchariden beim 
Backen zu; auch diese Grofe nahert sich bei an- 
dauernder Erhitzung einem Grenzwert. 





') Versuchstechnik genau wie im ersten Teil beschrieben. 
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Die gleichen Verhiiltnisse findet man, wenn man Weizen- 
stiirke mit mafig groBen Mengen Wasser (etwa 40—50°/o) ver- 


schieden lange Zeit in zugeschmolzenen Reagenzrohren erhitzt.') 
So fand ich fiir das Quellungsvermégen (Volumen des . 
Dekantats in Kubikzentimetern):?) 





—— EEE ie 


Menge Wasser, die der lufttrockenen Starke 








Dauer : 
des Erhitzens auf zugesetzt war (in °/o der lufttrockenen Substanz) : ; 
100° C. 40 | 45 50 : 
— 23 1/2 ) 26 | 31 '/s : 
15 Minuten 23 1/9 23 '/2 26 | 26 31 ! 31 1/2 ; 
20 / 97! 38 | 
45> "pati | 99 | 98 1/ 
24 = | 28 1/2 | 38 1/, J 
5 30! 39 "Ye | 
90 > \ 944, " 30 * \ 49 
23 '/e f 29 '/2 40 J 


Und fiir den Gehalt an wasserléslichen, alkohol- 








unléslichen Polysacchariden:')?) 
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Menge Wasser, die der lufttrockenen Starke 











Dauer 
des Erhitzens auf zugesetzt war (in °/o der lufttrockenen Substanz): 
100° C. 40 | 45 50 
1,94 \ 1,99 | 2,00 | 
15 Minut 1,92 °) 2,00 ° 2,01 ° 
a sf * | onnt * | oe 
2,51 2,64 3,15 
45 > : \ 2,57 °/o \ 2,80 °/o . | 3,18 °/o 
2.63 f 2.96 | 3,20 | 
2,96 3,05 3,16 
90 > \ 2,98 %/o . \ 3,07 °/o \ 3,19 °/o 
3,00 f 3,09 J 3,22 J 


Die erhitzte Starke wird dabei von weicherer Konsistenz. 
Ist das die Folge einer Veranderung der Starke, wodurch sie 
selbst weicher wird, oder ist die weichere Konsistenz nur die 


1) Nach Vorwiirmen von 50 bis 100° C.; auch im iibrigen war die 

















Versuchstechnik genau die gleiche wie im ersten Teil dieser Unter- 


suchung. 


*) Jeder Versuch wurde doppelt ausgefihrt. 
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Folge des gréferen Quellungsgrades? Die unerhitzte Starke, 
der 40—50°/o Wasser zugesetzt worden war, enthilt dieses 
Wasser nur teilweise als Quellungswasser, teilweise als freies 
Wasser; das Quellungsvermégen ist zu klein, als daB die Stirke 
alles zugesetzte Wasser imbibieren k6nnte. Erhitzt man 
diese Mischung, so nimmt das Quellungsvermégen erheblich 
zu; demzufolge ist die Starke jetzt imstande, viel mehr oder 
sogar alles zugesetzte Wasser zu imbibieren. Nun ist es eine 
allgemeine Regel bei quellbaren Substanzen, da sie um so 
weicher sind, je héher ihr Gehalt an Quellungswasser. Ks ist 
daher sicher die weichere Konsistenz der erhitzten Starke z. T. 
die Folge des gréferen Gehaltes an Quellungswasser. Ist aber 
auBerdem eine Verinderung aufgetreten, wodurch die Stirke an 
sich weicher geworden ist? Das bleibt vorliufig unentschieden. 

Zusammenfassend kiénnen wir sagen: beim Erhitzen von 
Weizenstarke mit mabig groben Mengen Wasser tritt eine Ver- 
anderung oder eine Reihe von Veranderungen auf, bei der das 
Quellungsvermégen und der Gehalt an léslichen Polysacchariden 
zunimmt, und bei der die Stiirke vielleicht eine weichere Kon- 
sistenz bekommt. Diese Veranderungen sind Grenzprozesse, 
d. h. sie nahern sich bei fortgesetzter Erhitzung einem Grenzwert. 

Ich schlage vor, diese Anderung die Backveranderung 
der Starke zu nennen; dieser Name deutet an, dafi die Ver- 
ainderung die charakteristische beim Backen von Brot und 
anderen Backwaren ist. Sie tritt aber auch sonst auf, nimlich 
liberall, wo Weizenstérke mit mafig grofien Wassermengen 


erhitzt wird. 


6. Das Altbackenwerden ist eine teilweise Riickkehr 
der Backveranderung nach dem rohen Zustande. 


Vergleicht man die Anderungen beim Altbackenwerden 
mit der Backverdnderung, so sieht man sofort, dafi die beiden 
Prozesse einander genau, bis auf die Richtung, gleich 
sind. Das Altbackenwerden ist also eine Riickkehr in der 
Richtung des urspriinglichen Zustandes. Deutlich sieht man 
das noch bei den folgenden Versuchen. Den im vorigen Ab- 
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schnitt besprochenen, verschieden lange gebackenen Broten 
wurden Proben von je 10 g unter der Kruste gelegener Krume 
entnommen und, nach 48stiindigem Aufbewahren in gut 
verschlossenen Stépselflaschen (mit etwas Toluol als Anti- 
septicum), untersucht: 

So fand ich fiir das Quellungsvermogen (in Kubik- 








zentimetern) : 
———————————————————————————EEEEEEEEEELLD>EEEEEEET 
| 12 Min. 20 '/2 Min. 31 Min. 55 Min. 
frisch 40 */s 441/, 47 51 1/2 
altbacken 30 1/2 33 '/2 35 '/2 37 '/2 
Riickgang 10 11 11'/. | 14 











Und fiir den Gehalt an wasserléslichen alkohol- 
unléslichen Polysacchariden (korr. fiir Eiweif): 


acai uae 



































12 Min. 20 '/e Min. 31 Min. 55 Min. 
Fo %o Oo %/o 
frisch 4,15 42 | AB 46 
altbacken $3 3,1 3,1 2,8 
Riickgang 0,85 1,1 1,05 1,8 
Untersucht man die altbacken gewordene Starke, so ist 
sie — wie wir schon friiher sahen — bedeutend harter ge- 


worden. Hier ist es sicher, daf das Hiarterwerden nicht auf 
Wasserabgabe beruht. Denn das Quellungsvermégen ist jetzt 
gro genug, um die 40—50°/o Wasser, die zugesetzt waren, 
zu binden. | 

Bei naherer Prifung findet man, da in jeder Hinsicht 
das Altbackenwerden die entgegengesetzte Reaktion ist, wie 
die Backverinderung. Es ist daher wahrscheinlich, daf die 
weichere Konsistenz nach dem Backen auch zum Teil einem 
Weicherwerden der Starke zu verdanken ist. 


7. Erklarung dieser Tatsachen. Die Backverdinderung 
ist ein GleichgewichtsprozeB. 


Was kann es bedeuten, daf die Backverdinderung ein 
GrenzprozeB ist? Zwei Modglichkeiten er6dffnen sich hier. 
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Entweder die einzelnen Starkekorner sind verschieden 
resistent gegen die Erhitzung mit Wasser und <erliegen» nicht 
alle gleich schnell. Die Naherung an einen Grenzwert bedeutet 
dann, da8 auch die stirksten zu erliegen anfangen. 

Oder die Backveradnderung ist ein Gleichgewichtsprozef, 
der um so weiter ablauft, je hdher die Temperatur ist. Ein 
Beispiel eines solchen Gleichgewichtsprozesses ist die Disso- 
ziation der farblosen Verbindung N,O,, die dabei in das braun 
gefiirbte Stickstoffdioxyd NO, tibergeht. Auch hier wird bei Fort- 
setzung der Erhitzung ein Grenzwert erreicht; auch hier liegt 
dieser Grenzwert um so hoher, je hoher die Temperatur des 
Erhitzens. Ein anderes Beispiel ist die Léslichkeit eines Stoffes, 
etwa von Kupfersulfat, in Wasser. Je langer man erhitzt, um 
so mehr lést sich, bis ein gewisser Grenzwert, die Loéslichkeit, 
erreicht ist; und auch hier liegt diese Grenze um so hoher, 
je hodher die Temperatur ist. 

Die erste Hypothese entspricht derjenigen, die man meist 
in den Lehrbiichern findet. Die Stirkekérner sollen teilweise 
verquollen, teilweise unveriandert geblieben sein beim Backen 
des Brotes. Macht man aber eine griindliche mikroskopische 
Untersuchung des Brotes, so stimmt diese Auffassung nicht. 
Samtliche Starkekoérner sind verdndert, sie sind z. B. weniger 
lichtbrechend geworden und scheinen dadurch weniger scharf 
konturiert. Bei vielen ist die Form regelmifig gebiieben, bei 
anderen unregelmafig geworden, je nachdem das — bei hé- 
herer Temperatur etwas plastische — Stirkekorn fiir seine 
Ausdehnung viel Raum fand oder nicht; darin liegt aber kein 
prinzipieller Gegensatz. 

Fiir die zweite Auffassung spricht auch der Riickgang, 
das Altbackenwerden. Jedes Gleichgewicht, das durch Erhitzen 
verschoben worden ist, kehrt beim Abkiihlen in die Richtung 
des Anfangszustandes zuriick. So verliert z. B. das braun ge- 
wordene Stickstoffdioxyd beim Abkiihlen wiederum seine braune 
Farbe; und das mehr geldéste Kupfersulfat krystallisiert nach 
dem Abkiihlen wiederum aus. Ist also die Backverinderung auch 
ein solcher GleichgewichtsprozeB, so mu man eben erwarten, 
daB nach dem Abkiihlen die Starke wiederum eine Strecke 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XCV. 10 
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nach dem rohen Zustande zuriickgeht. Und es ist dann ohne 
weiteres deutlich, warum die Starke beim Altbackenwerden 
genau die entgegengesetzten Verdnderungen erleidet als beim 
Backen: die beiden Prozesse sind dann im Grunde die gleiche 
Verinderung, nur im ersten Fall in positiver, im zweiten in 
negativer Richtung. 

Die erste Hypothese kann das Altbackenwerden gar nicht 
erklaren. Es miifite dies dann eine Erscheinung sui generis 
sein, die durch eine neue Hypothese zu erklaren ware. Es 
ist daher die zweite Auffassung zu bevorzugen. Wir kommen 
also zu der Annahme, daB die Backveranderung auf der 
Verschiebung eines Gleichgewichtsprozesses durch 
die Temperaturerhohung beruht. Das Altbackenwerden 
ist die Riickkehr des Gleichgewichts in den alten 
Zustand. 

Wenn diese Auffassung richtig ist, muf% Brot, das nicht 
abkiihlt, auch nicht altbacken werden. Es bleibt ja 
auch das Stickstoffdioxyd bei hoheren Temperaturen braun, und 
die Loésung von Kupfersulfat krystallisiert nicht aus. Tatsachlich 
fand ich schon 1912, daB oberhalb 55° C. Brot tiberhaupt nicht 
altbacken wird.!) Die folgenden ausftihrlichen Versuche nehmen 
den letzten Zweifel fort.?) Ich lief vier grofe Wassertrocken- 
schranke mit hermetisch schliefender Tir konstruieren. Die- 
selben konnten je einige Brote enthalten. Sie wurden mittels 
Quecksilberregulator auf der richtigen Temperatur gehalten. 
Dann wurden frische Brote aus dem gleichen Backsel in die 
vier Trockenschrinke gelegt. Zu gleicher Zeit wurde ein Brot 
in frischem Zustand untersucht; ein anderes wurde bei Zimmer- 
temperatur aufbewahrt, um spater die Proben fiir den alt- 
backenen Zustand zu geben. Ein solcher Versuch bildet — 


‘) Das Altbackenwerden des Brotes vom physikalisch-chemischen 
Standpunkt betrachtet. Zeitschr. f. Elektrochemie, 16. Febr. 1913. 

*) Versuche an Stiickchen Brotkrume fallen zuweilen etwas ab- 
weichend aus; vermutlich da solche Stiickchen stellenweise austrocknen 
durch Kondensation von Wasser gegen die Glaswande. Diese Kom- 
plikationen werden vermieden, wenn man ganze Brote bei hoher Tem- 
peratur aufbewahrt. 
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wie ich nebenbei bemerken méchte — einen sehr lohnenden 
Vorlesungsversuch.') 

Beim Aufbewahren der Brote ist auf einen Punkt peinlich 
zu achten: es soll jeder etwas bedeutende Wasser- 
verlust vermieden werden. Bei den niedrigen Tempera- 
turen ist es nicht schwierig. das zu erreichen, bei den héheren 
(80—90° C.) ist es eine recht schwierige Aufgabe. Der her- 
metische Verschluf8 der grofen Trockenschrianke 1laBt leicht 
etwas zu wiinschen iibrig und bei langem Bewahren bei hoheren 
Temperaturen rachen kleine Fehler sich schon merklich, im 
Besonderen in der Harte. Ich packte dann die Brote in mehrere 
Schichten Blattaluminium ein und legte sie so in die Trocken- 
schranke. Doch war bei den héchsten Temperaturen bisweilen 
noch ein kleiner Wasserverlust eingetreten, der sich dann durch 
etwas zu kleine Werte fiir die Harte auferte; die anderen 
GroéBen wurden kaum affiziert. 

Die Bestimmungen geschahen nach den im ersten Teil 
beschriebenen Methoden. 


‘} Am besten nimmt man fiir solche Vorlesungsversuche Brote, 
die etwas sauer reagieren. Die saure Reaktion hemmt nimlich die Ent- 
wickelung von Heubacillen, die sonst zuweilen bei solchen Versuchen 
stéren, da sie durch ihren penetranten Geruch schon bei minimaler Ent- 
wickelung merklich werden. 


Sehr geeignet ist zum Beispiel das in Deutschland allgemein iibliche 
Graubrot, das aus kleienfreiem Roggenmehl mittels Sauerteig bereitet wird. 
Auch Korinthenbrot (mit sehr viel Korinthen) eignet sich ausgezeichnet. 
Es ist geradezu iiberraschend zu sehen, wie ausgezeichnet sich das Brot 
nach 20—24 Stunden gehalten hat. Die Hérer werden die Brote, nach- 
dem sie an der freien Luft etwas abgekiihlt sind, fiir wirklich frisch- 
backenes Brot halten. Demonstriert man dann noch daneben den Farben- 
wechsel einer mit NO, gefiillten Glasréhre, so bekommen die Horer einen 
lebhaften Eindruck von der Bedeutung des Begriffes chemisches Gleich- 
gewicht. 


Am besten lift man sich fiir solche Vorlesungsversuche einen 
Wassertrockenschrank aus Weifiblech darstellen, der eben so grofs ist, 
dafs er ein oder zwei Brote enthalten kann und dessen Tiir mittels Schrauben 
hermetisch geschlossen werden kann. Derselbe braucht mit Fuf nicht 
mehr als 25 Mark zu kosten. 


10* 
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Erste Versuchsreihe — Dauer 24 Stunden. 





























Konsist ] 7 Loésliche 
onsis “a Que iad pe: te 
Krimligkeit | Harte | Vermégen 2/0 
frisch 51'/s 4,05 \ 
4,22 \ 
80° frisch — | 53! 53! 4,23 
risc 53 '/2 } /2 4.23 | 
70° frisch 0,126] 49 1/2 } 49'/2] 4,09 } 4,09 
' 48 \ 4,00 | 
60° friscl 0,126 48 ' 4,02 
) risch 481), | /2 4,03 f 
fe 47 '/ 89 
50° wri ast 0,116 7 '/s | 48 3, \ 398 
frisch 48 1/9 f 3,96 f 
38 3,07 
17° altbacken | 0,016 \ 38 '/2 \ 3,06 
38 1/2 f 3,04 J 
Zweite Versuchsreihe — Dauer 24 Stunden. 
em — ______________t} 
Konsistenz Quellungs- Lésliche 
| 7 Amylose 
Kriimligkeit | Harte} Vermogen FN 
frisch frist | 0.130 50 \ 501/ 3,41 | 8 46 
(1'/e Stunden alt) _ | we ee ed ee) 
| 50 3,56 
80° frisch io " \ 50 '/2 " \ 3,54 
| 50 1/2 J 3,51 J 
50 '/ 3,42 
70° frisch me nig S * | 3 46 
49/9 f 3,49 | 
49 3,42 
60 ° frisch 0,116 \ 49 ‘2 \ 3,43 
49 '/2 | 3,43 | 
47 3,36 
50° fast frisch | 0,106]. \ az \ 337 
47 '/s | 3,38 J 
38 2,23 
17° altbacken | 0,016 | 37 1/2 > | 2,24 
37 J 2,25 f 
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Dritte Versuchsreihe — Dauer 24 Stunden. 


























— EEE ee 
Konsistenz Quellungs- Lisliche 
. . Amylose 
Kriimligkeit | Harte} Vvermogen Y/o 
frisch Sard Bt. a 
(2 Stunden alt) frisch | 0,160 51 if 5 3,96 5,99 
| 47 1/ 4,03 
60° frisch | 0,150 47 47'/2 3,97 4,00 
| 
—_ aia | | 46) 3,78 a 
halb 42 3,49 | 
40° altbacken | 90%} 43 } a2 #1} 3564 3:58 
0° fast altbacken| 0,060 ys 42 _ 3,29 
3 astaltbacken| 0, 42 pe 3,26 J * 
40 | 3,11 | 
47° altbacken | 0,040 39/2 f 40 3,09 | 3,10 
sehr _| 38 */2 | 3,04 
4° altbacken | 925] 39 j 88 '/s 3,08 8,06 














Vierte Versuchsreihe — Dauer 24 Stunden. 














Konsistenz Quellungs- Lésliche 
e Amylose 
Kriimligkeit Harte vermogen fo 
, 50 '/2 3,02 
frisch frisch 0,098 47 */ 49 3,04 3,03 
60° frisch ooe2 | 7.” 47 mi 2,92 
— , 46 281)“ 
. Re 47 1/s 2,79 
50° fast frisch | 0,066 46 /s 47 2 80) 2,80 
43 '/2 2,65 | 
4 ' 
4) ° halb altbacken 0,046 42 */, 43 2.59 f 2,62 
30° fast altback 0026 | ia 246 | 9 45 
é ast altbacken \ 40 1/g 2 44 r 
37 '/2 2,33)... 
17° altbacken 0,010 36 37 2.37 f 2. 
37 2,30 
0 , 
4 sehr altbacken 0,010 37 37 2 39 231 
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Wie wir sehen, bleibt Brot bei héheren Tempera- 
turen frisch, bei mittleren wird es nur halbaltbacken, 
auch wenn die Erhitzung tagelang dauert. | 

Es sind daher die Backveranderung und das Altbacken- 
werden tatsachlich Gleichgewichtsprozesse. Nun ist die Back- 
veranderung offenbar mit der Verkleisterung eng verwandt. 
Verkleistert man etwa 5g Weizenstérke mit 100 g Wasser 
bei 100° C., so treten die gleichen Veradnderungen wie beim 
Backen auf, nur in viel staérkerem Mafe. Die Starke wird 
dabei ganz weich, ihr Quellungsvermégen steigt zu 100 bis 
200 cem, die Menge léslicher Amylose bis zu 8°/o. Man ware 
daher geneigt, die Backveranderung der Stirke als eine un- 
vollstandige Verkleisterung aufzufassen. Diese Auffassung fihrt 
uns zu einer ganz merkwiirdigen Folgerung, daf namlich die 
gewoOhnliche Verkleisterung — die man geneigt ware, 
fiir den Typus einer unumkehrbaren Reaktion zu halten -- im 
Grunde ein GleichgewichtsprozeB ist. In einer folgenden 
Abhandlung werde ich diese Theorie der Verkleisterung naher 
begriinden. Es werden dann auch die sogenannten Retrogra- 
dierungserscheinungen des Kleisters — die L. Maquenne 
so ausfiihrlich studiert hat!) — ihre ungezwungene Erklarung 
finden. 

Vorliufig aber steht jedenfalls schon fest, daB die Back- 
verinderung der Weizenstirke ein Gleichgewichts- 
prozeB ist. 


') Comptes rendus, Bd. 137, S. 88, 797 und 1266 (1903); Bd. 138, 
S. 49, 213 und 375 (1904); Annales de chim. et de phys., 8. Serie, Bd. 2, 
S, 109—134 (1906). 

















Das Altbackenwerden der Brotkrume vom physiologisch- 
chemischen Standpunkt betrachtet. 


III. Mitteilung. 
Von 
J. R. Katz, prakt. Arzt in Amsterdam. 


(Aus dem chemischen Laboratorium der Universitat Amsterdam, Abteil. Prof. A. Smits.) 


(Der Redaktion zugegangen am 11, August 1915.) 


8. Das Altbackenwerden ist eine Erscheinung, die bei 
allen Stérkearten vorkommt. 


Wie wir gesehen haben, beruht das Altbackenwerden der 
Brotkrume auf einer Anderung in der durch das Backen geiin- 
derten Weizen- oder Roggenstarke. Die Menge léslicher Amylose 
wird kleiner, das Quellungsvermégen nimmt ab, und die Stirke 
wird harter. Die Anderungen der Starke beim Backen beruhen 
auf einer Art Verkleisterung, die ein GleichgewichtsprozeB ist; 
die Anderungen beim Altbackenwerden kénnen dann aufgefabt 
werden als eine Umkehrung der Gleichgewichtsreaktion, daher als 
ein teilweiser Zuriickgang in den urspriinglichen rohen Zustand. 
Durch die Backveranderung wird die Starke weniger hart, be- 
kommt sie ein grdferes wasserbindendes Vermégen und wird 
sie zum Teil in Wasser loéslich. Beim Altbackenwerden wird 
sie wieder harter, weniger wasserbindend und zu einem 
kleineren Prozentsatz in Wasser loslich. 

Ich habe nun gefunden, daf diese charakteristische Ande- 
rung in der Starke gar nicht allein bei Weizen und Roggen 
vorkommt, dafi sie vielmehr tiberall dort angetroffen wird, wo 
Starke der einen oder der anderen Pflanzenart mit wenig 
Wasser erhitzt wird und nachher bei niedrigerer Temperatur 
(O—20° C.) aufbewahrt wird. 

Ich machte die folgenden Versuche: 

Reismehl, Kartoffelstiarke, Marantastérke, Linsenmehl, 
Gerstenmehl, Maizena, Sago und Hafermeh! wurden untersucht. 
Von jeder einzelnen Mehlart wurden 25 g lufttrockenes Mehl in 
einem Porzellanmérser mit 45°/o Wasser (11'/4 g) zu einer 
méglichst homogenen Masse gemischt. In 4 ausgedampften 
Reagenzréhren wird eine Menge dieses Gemisches abgewogen, 
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die in jeder Rohre 5g lufttrockenem Mehl entsprach. Die 
Rohrchen wurden zugeschmolzen und 24 Stunden lang im Eis- 
schrank aufbewahrt, damit der Inhalt sich gleichmaBig imbibieren 
konnte. Dann wurden sie in ein Wasserbad von 45° C. ge- 
bracht und die Temperatur dieses Wasserbades wurde in 
15 Minuten auf 100° C. gebracht;!) die R6éhrechen wurden 
dann eine Stunde auf 100° C. gehalten. Die Hialfte wurde 
sofort analysiert, die andere Hialfte, nachdem sie 24 Stunden 
lang im Eisschrank aufbewahrt war. Die Analyse bestand 
wiederum darin, daf der Inhalt der Roéhrchen mit Hilfe von 
Wasser durch ein Siebtuch von feiner seidenen Miillergaze 
gerieben wurde (80 bis 100 Locher auf die Lange eines Zentimeters) 
und in einen Mefizylinder mit Wasser auf ein Volumen von 
250 cem gebracht wurde. Nach Zufiigung von etwas Toluol 
als Antiseptikum lieB ich den Niederschlag sich absetzen. Das 
QuellungsvermOgen wurde gemessen durch das Volumen des 
Bodensatzes nach 24 Stunden (Durchschnitt von zwei auf- 
einander folgenden Ablesungen). Nach der ersten Ablesung 
wurden 125 cem der obenstehenden Fliissigkeit recht vorsichtig 
abgehebert und klar filtriert (indem das Filtrat jedesmal auf 
das gleiche Filter zuriickgegossen wurde). Der Zylinder wurde 
mit Wasser auf 250 ccm aufgefiillt und nach 24 stiindigem Stehen 
von neuem abgelesen. Die Menge ldslicher Amylose im klaren 
Filtrat wurde bestimmt durch Eindampfen von 100 ccm zu 
einem Volumen von 5 cem, Fallung durch Zusatz von 100 ccm 
96°/oigem Alkohol. Der Niederschlag wurde nach 24 Stunden 
auf einem gewogenen Filter gesammelt, mit Alkohol ausge- 
waschen, getrocknet und gewogen. In dieser Art bekommt 
man das Bruttogewicht des Dextrins. Es besteht namlich 
aus dem Gewicht der léslichen Amylose und aus dem Gewicht 
von einer gewissen Menge Eiweifikorper, die durch das Ein- 
dampfen unléslich geworden oder durch den Alkohol nieder- 


') Dieses Vorwarmen von 45 °—100°C. macht, dafs sich der Inhalt der 
Rohren gleichmafig verindert. Im Anfang der Untersuchung unterlief 
ich diese Vorbehandlung und begegnete damals vielen Schwierigkeiten, 
weil die 4ufheren Lagen sich zuerst anderten und durch Wasserentziehung 
die Umsetzung der inneren Lagen behinderten. Bei der beschriebenen 
Vorbehandlung gelang es, diese Stérung zu vermeiden. 
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geschlagen sind. Es ist hier durchaus notwendig, diese Menge 
EiweiBkérper zu bestimmen und von der Brutto-Amylose ab- 
zuziehen, denn nicht selten andern sich die Ergebnisse dadurch 
so bedeutend, daf man etwas ganz anderes gefolgert haben 
wiirde, falls man diese Korrektur nicht angebracht haben wiirde. 
Die Menge Eiweif8 wurde durch Stickstoffbestimmung nach 
Kjeldahl festgestellt. 

Die Untersuchung mit Hilfe dieser beiden Methoden fiihrte 
zu den folgenden Zahlen: 


Quellungsvermégen (in ccm). 











AAS TT RTD SESS 5 
a ——————— — a a 
j 























| | Kar- | | | | 
Sago | Reis | Gerste | Mais | Hafer | Linsen | Maranta 
| | toffeln | | | | 
| 7/) 4, 154/) 8 | 18) 8). 1314, | 15) 8 | 
Roh 7! 15's} Sere) S174.) Lg 12") M45 3! 
0 7, f 0? 1% rated etd /2 9 /2. 12 I 15 ) 9 | 2 
| 
Erhitzt 36 | 31 ). 40), 23 | ’ 1 | 18) 30). | ’ 
36 32 39 23 1/2/34 § 34 | 18 | 30'/2 30'/2) 30'/s 
frisch) | 36f°  |32%/s) 38f° loaf OPS" | 18) 31) ees 
| | 
Erhitzt \ MF 1 4s,| Mae fh beelostex| ** lan =e 
‘altbacken) 20 520 99 pre a4 f°? te vad ial inh” asf?" 18 i 18 
Riickgang di- | | 
vidiert durch! - KAO: aq 0), | oo | oni tales 
big =e 56 %o | Gk%o | 46%o | 50% | B9%o| 18% | 39% | 63% 
der Erhitzung | | | | 














Menge léslicher Amylose (in °%o des lufttrockenen Mehles). 
































| K " | | 
Sago | Reis | “i Gerste | Mais | Hafer | Linsen | Maranta 
| toffeln | | 
| 0 
0 66) 0 4, 0 38) mo 
Roh — 0,69) 65,  — 0,370,730, 73 49'0,9440,94 
0,72)” o 66)’ 0,35)’ i p07 of di 
Erhitzt 2 IA, o 12, 84) 4,71 2,10) . 2 on 2,64) 
- 0,71 12,98 2,84” ‘4.80 1,7751,77 2,09, 2,26 2,66 
‘frisch) 2,96) ” 2 ia 4,88 2 sf”? 2,24)’ “l2.67f 
faltbacken) | 03! | , a oe pe an om oof ?91! 57} 1,57)1,78}1, 78 iat 09 2,14}2,14 
| Riickgang | | | 
dividiert durch al P tes ; aia 
Zunahme bei — 59 °/o | 59 °%/o _ 14 °/o 23 °/o | 66 °/o 30 °/0 
Erhitzung | | 
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habe ich &ahnliche Resultate erhalten. 
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Bei einem zweiten Versuch aus denselben Mustern Mehl 


sind der vorigen Tabelle entnommen. 


Quellungsvermégen. 


Die Werte fiir 


«roh» 
























































— en ———————_—_——————— 
| 
Kar- Ma- 
Sago | Reis | Gerste| Mais | Hafer|Linsen| 
| toffeln ranta 
| 
Roh | 7's 154) | 8/2 | 17'/s 8'/s | 12'/, | 15 8'/s 
Erhitzt | , | eae 
(frisch) | 32 30 35'/2 | 28/2 | 30 18 30 32'/2 
Erhitzt | 4g | ogty | o6% | 20 | 19% | 17 23'/, | 17 
(altbacken) | . “ _— 
| 
Riickgang =|: 57 %o| 59 %/o| 33% | 77 %o| 49%0| 18%0| 43 %o! 65% 
Menge léslicher Stirke. 
| Gago | tein | ee | iiaate | ee Haf Li | Marant. 
| g | eis - toffeln ers ais afer insen | Maranta 
0,28 ; 

Roh | ie 0,30; 0,69 | 0,65 ns 0,37 | 073 | 049 | 0,94 
Erhitzt — |2,37) 3,10 , 1 1,75 2,23) 2,58 , 

: y é YY 2 ‘ ey 27 
(frisch) |g 99 2,30 3.10) 3,102, 8} 98)2,027 2,02 178 1,77 2.93} 2,23 2.63 2,61)2,74;2,74 
Erhitzt . a 1,58 1,92 1,15 \< 

(altback.) 0,93}0,93 1 ah 78 1,72} 1,720,88}0,88 1,69 1,64 1,80 1,86 gat 22 2,24) 2.24 
Riickgang 69 °/o 54 °/o 54 %/o — 9 %/o 25 °/o 65 °/o 28 %0 


























Wir sehen also, daB die Anderung beim Erhitzen und ihr 
Riickgang, das Altbackenwerden, bei allen Starkearten prin- 
zipiell den gleichen Gesetzen folgt. Nur bei Weizen und Roggen- 
stirke hat man das Altbackenwerden bemerkt, da es zufillig 
dort zu bedeutenden Folgen fiihrt. Bei Brot aus anderen Mehl- 
arten wiirde die Erscheinung gleichfalls auftreten, aber sie 
werden nicht zum Brotbacken benutzt.') 


') Nach Abschluf dieser Arbeit erhielt diese Ansicht eine Be- 
statigung durch die Versuche, die verschiedene Berliner Firmen angestellt 
haben, um Brot aus anderen Stirkearten als Weizen und Roggen zu 
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Dab die beim Erhitzen entstandenen Veriinderungen bei 
allen Starkearten nach dem Abkiihlen des Reaktionsproduktes 
in der Richtung des rohen Zustandes zuriickkehren, fiihrt uns 
— im Zusammenhang mit den in der II. Mitteilung verdéffent- 
lichten Tatsachen — zu der Folgerung: die Verkleisterung 
bei Anwesenheit von wenig Wasser ist bei allen 
Stairkearten ein GleichgewichtsprozeB. 


Der Riickgang im Quellungsvermégen und der Riickgang 
in der Menge loéslicher Amylose sind zwar bei allen Starkearten 
zu beobachten, aber bei Linsen ist der Riickgang in der lés- 
lichen Amylose stirker, bei Maizena und Maranta viel schwiacher 
als der Riickgang im Quellungsvermégen. 

Folgende Tabelle gibt den Riickgang in Prozenten: 


























| ia 3 | " 
Sago | Reis pe Gerste| Mais | Hafer Linsen one 
toffeln | ranta 
| | | 
Imbibitions- a a a , 
vermégen 57 | 62 4() | 64 44 | 18 41 64 
Lisliche Stirke| 69 | 57 57 | — | 12 | 24 | 66 29 





Diese Zahlen weisen darauf hin, dafi die Starke von ver- 
schiedenen Pflanzenarten verwandt, aber nicht identisch ist. 
Beim Untersuchen der Verkleisterungstemperatur und anderer 
Eigenschaften hat man ahnliche Unterschiede aufgefunden. 
Vielleicht kénnen die hier beschriebenen Tatsachen dazu bei- 
tragen, den Unterschied zwischen den verschiedenen Stirke- 
arten niher zu prazisieren und zu studieren. 





backen, sogen. <Brot ohne Brotmarke». Dieses angeblich aus Reis-, Kar- 
toffel-, Tapiocamehl (unter Zufiigung eines Bindemittels als Ersatz des 
Glutens) gebackene Brot wird ebensogut wie Weizen- und Roggenbrot 
altbacken. 











Uber die Konstitution des Hamins und des Bilirubins. 
Eine Entgegnung an O. Piloty. 


Von 


William Kiister. 


(Der Redaktion zugegangen am 7. September 1915.) 





In den Annalen der Chemie verdffentlicht O. Piloty seit einigen 
Jahren umfangreiche Arbeiten tiber die Konstitution des Blut- und des 
Gallenfarbstoffs, in denen aufer fiir die experimentellen Untersuchungen 
auch fiir theoretische Erérterungen iiber die zugrunde liegenden Ring- 
systeme ein breiter Raum gewahrt wird. Muf nun auch zugestanden werden, 
dah letztere fir den Autor als Arbeitshypothesen von Wert sind, und ent- 
behren gerade die Ansichten Pilotys im Hinblick auf die Wandlungen 
seiner Vorstellungen nicht eines gewissen Reizes, so muf doch auch 
einmal gesagt sein, dafs solchen Erérterungen nur dann fiir weitere Kreise 
ein innerer Wert zugesprochen werden kann, wenn sie den von anderen 
Fachleuten eriibrigten Resultaten gerecht werden. In dieser Hinsicht 
verst6éft aber Piloty gegen jede bisher iibliche Regel, indem er den 
Einwendungen, die gegen seine Ansichten von anderer Seite erhoben 
worden sind, kein Gehér schenkt oder indem er Tatsachen mifachtet, was 
noch schlimmer ist, denn ich kann nicht glauben, daf{ Piloty die Ab- 
handlungen anderer iiber das gleiche Thema tberhaupt nicht liest. 
Seitdem nun aber durch die Arbeiten von H. Fischer, R. Willstitter 
und von mir, man darf wohl sagen, einwandfrei nachgewiesen worden 
ist, dafi Pilotys Idee, im Hamin sei ein «Pyrranthracenring» vorhanden, 
dem experimentell eriibrigten Beobachtungsmaterial in keiner Weise ent- 
spricht, sind die spaltenlangen theoretischen Erérterungen Pilotys auch 
als Arbeitshypothese in bezug auf den eigentlichen Zweck, namlich die 
Erforschung der Konstitution des Hamins und Bilirubins ohne jeden 
Wert und nur geeignet, Verwirrung anzurichten. ! 

Zwar hat Piloty seine urspriingliche Ansicht, wonach im Hamin 
zwei Pyrranthracensysteme vorhanden sind, in seiner letzten Arbeit’) 
dahin abgeandert, daf’ er diesen Ring nur noch einmal fiir das Haimin 
beansprucht, und somit den Erfahrungen bei der Oxydation und Reduk- 
tion des Himins und den aus der Konstitution der hierbei erhaltenen Spalt- 
produkte gezogenen Folgerungen fiir die Halfte des Haminmolekiils Rech- 
nung trigt, denn seine beiden Pyrranthracene konnten beim besten Willen 


‘) Annalen der Chemie, Bd. 406, S. 348 (1914). 


2) 





Uber die Konstitution des Himins und des Bilirubins. 153 


nicht Kérper von der Konstitution der Himopyrrole oder der Himatin- 
siure geben. Um aber wenigstens die Hialfte seiner Ansichten zu retten, 
muf Piloty zu Mitteln greifen, die zu schwersten Bedenken Veranlassung 
geben miissen. 

Was zuniichst den Ersatz des einen Pyrranthracenrings durch 
Pyrrolkomplexe betrifft, die bei der Oxydation Himatinséure und wenn 
sie vorher reduziert worden sind — Methyliathylmaleinimid geben kénnen, 
so bezeichnet Piloty dabei meine Ansichten') tiiber den Zusammen- 
hang dieser Komplexe zu einem Farbstoff als seine Ideen, ohne meinen 
Namen zu erwahnen. Auf eine eingehende Richtigstellung kann ich 
verzichten, da ja H. Fischer bereits in den Berichten*) zur Steuer 
der Wahrheit das Wort genommen hat, und hoffe, daf sich auch hier’) 
der objektive Tatbestand nicht verriicken lassen wird. 

Was den zweiten Pyrranthracenring betrifft, der nach Piloty im 
Molekiil des Hamins noch vorhanden sein soll, so ignoriert Piloty mit 
dieser Annahme nicht nur meinen Befund, dafi Salpetersdure bereits bei 
130° eine vollstandige Zerstérung des Haimins bewirkt,‘*) sondern auch 
die Ausfiihrungen R. Willstatters,*) daf$§ von einem Sechsring im Hi- 
min’keine Rede sein darf und daf; ein solches System bei der Oxydation 
keine Himatinsiure geben kann, und er versteigt sich schlieflich zu dem 
Ausspruch, dafi man bei der Oxydation «Quantititen von Himatinsiure 
erhielt, welche weit hinter der aus der Halfte des H&aminmolskiils 
berechneten Menge zuriickbleiben». Dieser Ausspruch steht aber mit 
den Tatsachen und mit friiheren Angaben Pilotys selbst im Widerspruch. 
Hatte Piloty schreiben kénnen, dafs er selbst oder seine Schiller niemals 
bessere Ausbeuten erhalten hatten, so ware das ein subjektiver Ausspruch 
geblieben. Das «man» aber schlieft das Objekt ein. Und da das Objekt 
nicht reden kann, mufs ich mich seiner annehmen, denn Piloty hat mit 
keinem Wort die Resultate erwahnt, welche mir das Objekt verginnt hat. 
Danach reichen bei der Oxydation des Himatoporphyrins ®) die Ausbeuten 





1) Ich habe den Hinweis auf die Mdglichkeit, den Aufbau des 
Haimatins mit dem der Indolfarbstoffe von E. Fischer, Freund and 
Lebach zu vergleichen, zuerst zusammen mit Herrn F. Lacour in 
dessen Dissertation gebracht (1907). Seitdem ist in mehreren Arbeiten 
erneut darauf Bezug genommen worden. Ber. d. d. chem. Ges., Bd. 45, 
S. 1943 (1912). 

*) Ber. d. d. chem. Ges., Bd. 47, S. 3266 (1914). 

3) Ich verweise auf meine erste Erwiderung gegeniiber Entstellungen, 
die Piloty in seiner ersten Arbeit ttber den Blutfarbstoff unterliefen. 
Annal., Bd. 366, S. 237 und Diese Zeitschrift, Bd. 61, S. 164 (1909). 

4) Diese Zeitschrift, Bd. 44, 5. 408 (1905) und in Abderhaldens 
Bioch. Arbeitsmethoden, Bd. 2, S. 134. 

5) Diese Zeitschrift, Bd. 87, S. 429 (1913). 

6) Diese Zeitschr., Bd. 61, S. 175 (1909). 
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an reiner Hamatinsdure fast an zwei Molekiile heran (ber. 61,2°%/o, gef. 
58 °/o) und auch bei der Oxydation des Haimatins ') wurde viel mehr Ha- 
matinsdure erhalten, als sich ergeben kénnte, wenn der in Hamatinsaure 
iibergehende Komplex nur einmal im Molekiil des Hamatins vorhanden 
wire. Sogar dann, wenn man die Art der Ausbeuteberechnung zugrunde 
legt, wie sie einstens Piloty*) bei der Kontrollierung meiner Angaben 
geiibt hat. Hierbei wird meine Angabe, dafi 38,5°/o fast ganz reine 
Hamatinsdure G,H,0,N erhalten wurden, herausgegriffen, aber vollkommen 
iibersehen, dafs sich diese Ausbeute nach der Reinigung von 57,5°/o schon 
gereinigter Rohsdure ergab, bei welcher ein Gemisch von Bernsteinsaure 
und Himatinsaéure in Form von Kalksalzen abgetrennt worden war. *) 

Was aber die Hauptsache ist, Piloty sagt hier selbst, dah seine 
Ausbeuten an reiner Himatinsdure, auch nach dem Kiisterschen Ver- 
fahren, 35°/o niemals iibersteigen, wonach Piloty selbst mehr als ein 
Molekiil Hamatinséure erhalten hat (ber. 28°/o), was ganz anders klingt 
als der vorhin angefiihrte Ausspruch, weil es nur dahin gedeutet werden 
kann, dafi das Hamatin zweimal einen Komplex enthalt, der Hamatin- 
siure liefern kann. Die von Piloty jetzt gewahlte Fassung: <die Quan- 
titaten an Hamatinséure blieben weit hinter der aus der Halfte des 
Himinmolekiils berechneten Menge zuriick», laft aber auch die Deutung 
zu, daf’ nur ein Molekil Hamatinséure entsteht und hat somit in ihrer 
Zweideutigkeit offensichtlich den Zweck, zugunsten der neuen Formu- 
lierung des Himinmolekiils durch Piloty zu wirken, dessen Schema J 
nach Piloty‘) selbst nur ein Molekiil Hamatinséure geben kann. 


N C 
A\4™N 
Cc ¢€ C HO-C—c--o, 66-C—C--oOOme 
l i | | | 
C—C C—C—C CaF —_— & 
se" WA | i 
+ N X N 
H 


Haminschema J nach Piloty. 


1) Diese Zeitschrift, Bd. 44, S. 417 (1905). 

?) Annal. der Chemie, Bd. 377, S. 366/7 Anm. (1910). 

5) Es sei hier bemerkt, dafs ich friiher fiir zulassig hielt, bei der 
Schitzung der Ausbeute die Bernsteinséure einzubeziehen, weil sie durch 
weitere Oxydation aus Hamatinsdiure entsteht. Seitdem aber an die 
Méglichkeit gedacht werden muf, dafs sich Bernsteinsiure auch unab- 
hingig von Hamatinséiure aus Himatin bilden kann, habe ich den im 
Text vertretenen Standpunkt eingenommen, dafi zwei Komplexe des 
Himatins in Hamatinsdure iibergehen kdénnen. Ber. d. d. chem. Ges., 
Bd. 45, S. 1937 (1912). 

*) Annalen der Chemie, Bd. 406, S. 353 (1914). 
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Wenigstens ist an dieser Stelle der Abhandlung die Ausdrucksweise 
kaum anders aufzufassen. Wir werden sehen, dafi Piloty doch noch 
mit der Hoffnung rechnet, aus einem entsprechend substituierten Pyrran- 
thracensystem durch Oxydation Hamatinsiure zu bekommen. Und so 
bin ich sehr gespannt darauf, welche Folgerungen Piloty ziehen wird, 
wenn sich die Hinfilligkeit seiner Hoffnung ergeben hat. Leisten doch 
auch die Pilotyschen Formelbilder im Auge ihres Bildners alles oder 
nichts, wie es der Augenblick erfordert. So soll das Schema J fiir das 
Haimin dem Umstand Rechnung tragen, dafi bei der Oxydation kein 
Methylathylmaleinimid entsteht, waihrend jeder unbefangen urteilende 
Chemiker aus diesem Bilde gerade das Gegenteil ablesen wird. 

Welche Beweise kann nun Piloty anfihren, um seine Spekulationen 
uber das Vorhandensein eines Pyrranthracens zu rechtfertigen ? 

1. Nach Piloty miissen Haimatoporphyrin,‘') Himin und mithin 
auch das Oxyhimoglobin *) das doppelte Molekulargewicht von dem bisher 
angenommenen besitzen, womit im Zusammenhang steht, daf der Zerfall 
der genannten Stoffe ein viel komplizierterer sein miisse, als bisher an- 
genommen. 

a) Was das Oxyhamoglobin betrifft, so setzt sich Piloty mit dieser 
Annahme in Widerspruch mit den von G. Hiifner und E, Gansser’) 
mit Hilfe des osmotischen Druckes erhaltenen Zahlen fiir das Molekular- 
gewicht des Oxyhaimoglobins aus Pferde- und Rinderblut, deren Werte 
mit den aus dem Gasbindungsvermégen und dem Eisengehalt ermittelten 
iibereinstimmten, wenn eine Molekel Oxyhamoglobin ein Atom Eisen 
enthalt. Die Arbeit von Hiifner wird von Piloty nicht erwahnt. 

b) Was das Hamin betrifft, so fuhen Pilotys Schliisse auf den 
mangelhaften Ausbeuten an Mesoporphyrin, was bedenklich erscheint und 
als ganz verfehlt bezeichnet werden muf, da, wie Piloty selbst angibt, 
ein Teil des Himins und zwar ein nicht bestimmbarer, weiter bis zu 
den Hamopyrrolen reduziert wird. ‘*) 

Einen weiteren Beweis dafiir, dai das Molekulargewicht des Himins 
doppelt so hoch sein muf, als bisher angenommen, erblickt Piloty in 
dem Auftreten eines <Phonoporphyrin» genannten Spaltstiicks, das bei der 
Reduktion mit Hilfe von Jodwasserstoff neben Mesoporphyrin und etwa 
in gleicher Ausbeute wie letzteres entsteht. Das Phonoporphyrin besitzt 
aber nach Piloty nicht weniger als 7 Atome Sauerstoff, das Mesoporphyrin 
hat deren 4, macht zusammen 11. Und diese beiden Stoffe entstehen 





1) Piloty-Dorrmann, Annal. d, Chem., Bd. 388, S. 319 (1912). 

?) Piloty-Fink, Ber. d. d. chem. Ges., Bd. 45, S. 2495 (1912); 
Bd. 46, S. 2020 (1913). 

3) Archiv f. (Anat. und) Physiol., 1907, S. 209. 

4) H. Fischer und A. Hahn haben dann auch Bestimmungen 
ausgefiihrt, aus denen auf die einfache Molekulargréfe des Hiimins ge- 
schlossen werden mufs. Ber. d. d. chem. Ges., Bd. 46, S. 2308 (1913). 
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durch Reduktion eines Himins mit 8 Sauerstoffatomen! Es ist also 
ganz klar, dafi ein chemisches Individuum von der Zusammensetzung des 
Phonoporphyrins nicht existiert. 

c) Was das Hamatoporphyrin betrifft, so hat Willstatter‘) den 
Nachweis erbracht, daB die fiir eine Verdoppelung des bisher ange- 
nommenen Molekulargewichts sprechenden Bestimmungen von Piloty 
und Schlenk entweder auf die Verwendung eines beim Trocknen poly- 
merisierten Himatoporphyrinpraparates oder darauf zuriickzufiihren sind, 
daf, Himatoporphyrin das Sieden in Pyridin nicht vertragt. 

2. Nach Piloty muf, das Himin aus zwei verschiedenen Teilen 
bestehen und zwar aus einem durch reduktive und oxydative Eingriffe 
leicht aufspaltbaren und einem schwer aufspaltbaren Teil. 

a) Was die Aufspaltung durch Oxydation betrifft, so ist Pilotys 
Auffassung eine durchaus subjektive und traigt meinen Beobachtungen 
keine Rechnung. Ich wiederhole daher aus friiheren Arbeiten,?) dah 
eine bestimmte Menge Hamatin bei zweckmifiger Versuchsanordnung 
so gut wie vollstandig in einer einzigen Operation aboxydiert werden 
kann. Laft man unzureichende Mengen des Oxydationsmittels einwirken, 
so bleibt ein Rest des Himatins in verindertem Zustande iibrig, aus 
dem aber von neuvem durch einen oxydativen Eingriff Haimatinsaure 
erhalten werden kann. Der Befund zeigt also, daf, selbst wenn ein 
durch Oxydation schwer aufspaltbarer Teil vorhanden sein sollte, von 
einem Pyrranthracensystem in ihm nicht die Rede sein kann, weil dies 
System keine Hamatinsdure liefern kann. 

b) Was die Aufspaltung durch Reduktion betrifft, so erweist sich 
Jodwasserstoff-Eisessig als bestes Reduktionsmittel. Auch Piloty hat 
dasselbe bei seiner letzten Arbeit verwendet und dabei eine Ausbeute von 
51,5°/o des verwendeten Haimins an fafbaren Spaltprodukten (Himo- 
pyrrolen und Himopyrrolcarbonsiuren) erhalten. Zieht man in Betracht, 
dafi es sich um luftempfindliche, leicht verharzende Stoffe handelt und 
dafs die Trennung ihres Gemisches sehr miihsam ist, so ist diese Ausbeute 
eine sehr gute und zeugt davon, dafs von einer Schweraufspaltbarkeit eines 
Teils des Hamins durch Jodwasserstoff-Eisessig nicht die Rede sein kann. 

Wenn Piloty endlich beobachtet hat, daf§ sich unter den Hamo- 
pyrrolen auch hochmolekulare Pyrrole befinden und diese Beobachtung 
dahin gedeutet hat, daf& im Hamin aufer Pyrrolkomplexen auch noch 
héher molekulare — also Pyrranthracen-Ringe — vorkommen miiften, 
so ist durch die Feststellung H. Fischers*) nunmehr erwiesen, dafs es 
sich um polymerisierte Hamopyrrole, also um Kunstprodukte handelt, die 
also nicht dem Objekt entstammen, dem zu nahen Piloty unternommen 


hatte. 
') Diese Zeitschrift, Bd. 87, S. 472 (1913). 
*) Diese Zeitschrift, Bd. 44, S. 391 (1905). 
8) Ber. d. d. chem. Ges., Bd. 48, S. 401 (1915). 
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Ubrigens hat Piloty selbst bei der Reduktion eines wirklichen, 
d. h. von ihm synthetisch dargestellten Pyrranthracenderivats durch lang- 
dauernde Einwirkung von Jodwasserstoffséure keine Pyrrole erhalten ‘') 
und bei der Oxydation*) erreichte er entweder ginzlichen Zerfall oder 
er beobachtete lediglich das Auftreten eines Geruches, der an den Geruch 
von substituierten Maleinimiden erinnerte. Piloty muf daher seine Leser 
vertrésten, daf’ es ihm an giinstigeren Versuchsobjekten und namentlich 
an Reduktionsprodukten seiner Pyrranthrachinone gelingen werde, greif- 
barere Resultate zu erhalten. In diesem Gedanken ist also die Hoffnung 
zwar nicht offen ausgesprochen, aber enthalten, daf ein entsprechend sub- 
stituiertes Pyrranthracenderivat bei der Oxydation Hamatinsiure geben 
wird, denn auf dieses Resultat kommt es allein an, andere bisubstituierte, 
namentlich riechende Imide der Maleinséure bilden sich ja bei der 
Oxydation des Himins nicht. Wir erfahren dann auch an anderer Stelle, 
wie das substituierte Pyrranthracenderivat etwa aussehen wird. Es ist 
nimlich Piloty gelungen, durch Verwendung von Zinkstaub und Salzsiéure 
das Hamin nur zur Hilfte aufzuspalten, ein Befund, der trotz der gegen- 
teiligen Erfahrung mit Jodwasserstoff-Eisessig als Beweis dafiir betrachtet 
wird, daf’ das Himin aus einem bei reduktiven Eingriffen leicht und 
einem schwer aufspaltbaren Teil besteht. Der letztere wird nun hier in 
Form der Héimatopyrrolidincarbonséure erhalten und diese mufs also ein 
Pyrranthracenderivat sein. 

Diese Himatopyrrolidincarbonsdure vergleicht nun Piloty, obgleich 
er sie selbst als ein Gemisch bezeichnet,*) mit der aus Bilirubin von ihm 
durch Eisessig-Jodwasserstoffeinwirkung erhaltenen Bilifrubi]nsaure ‘) 
C,;H,,03;N,. Tatsichlich zeigt sich die Ahnlichkeit beider Produkte nur 
darin, dafs aus beiden bei der Oxydation Haimatinsiure und das Methy]l- 
athylmaleinimid entstehen, und Piloty kommt das Verdienst zu, gezeigt 
zu haben, dafs bei der Oxydation der Bili{rubi]nsiure ein gelb gefirbter 
Koérper, die Dehydrobilinséure C,,H,,O,N, als Zwischenprodukt entsteht. 
Die Existenz desselben beweist nun fiir jeden Chemiker untriiglich, dah 
die Pyrranthracenhypothese ein Unding ist, denn aus Pilotys Bildern 
fiir Bili{rubijnsdure und Dehydrobilinsaure ist klar ersichtlich, daf\ sich 
bei weiterer Oxydation Himatinséure niemals wird bilden kinnen. 


1) Annalen der Chemie, Bd. 407, S. 22 (1914). 

*) Annalen der Chemie, Bd. 407, S. 27/28 (1914). 

8) Ber. d. d. chem. Ges., Bd. 45, 2595 (1912). 

*) H. Fischer hat die Séure zuerst beschrieben, den Namen 
«Bilirubinséure» gewahlt und die Formel C,,H,,0O,N, aufgestellt. Ber. 45, 
1579 (1912). Spiater erhielt er dieselbe Séure aus einem Spaltstiick des 
Bilirubins, das er Xanthobilirubinséure genannt hat und dem die Formel 
C,,H,,0,N, zukommt, durch Reduktion. Héchst wahrscheinlich sind 
Xanthobilirubinséure und Dehydrobilinsdure identisch. 
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Dehydrobilinsaéure. 
Die Formulierung des Vorgangs durch H. Fischer‘) wird dagegen 
allen Ansprichen gerecht: 
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Xanthobilirubinsaure. 
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Himatinsdaure. 


Methylathylmaleinimid. 


') Diese Zeitschrift, Bd. 89, S. 256 (1914). 
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Wie verwirrend die Pyrranthracenhypothese auf den Autor der- 
selben gewirkt hat, mége aus seinen eigenen Worten hervorgehen. 
In den Berichten (Bd. 45, S. 2393) wird gesagt: solche Systeme 
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kann man sich aus der oben gegebenen Formel der Bilinsaure leicht 
konstruieren und so einen Versuch der Erklirung des Ubergangs der 
farblosen in die farbige Saéiure machen. In den Annalen aber (Bd. 406, 
S. 350): dabei erschien es zundchst unwesentlich, ob dieses System von 
Doppelbindungen einen geschlossenen Ring oder eine offene Kette ent- 
hielte. Das letztere erschien méglich, ja sogar wahrscheinlich». Piloty 
iibersieht also vollkommen, dah, wenn er den geschlossenen Ring aufgibt, 
auch seine Formulierung der Bilinséure und damit seine Pyrranthracen- 
hypothese hinfallig wird und damit nach seinen eigenen Gedankengangen 
auch der zweite Pyrranthracenring im Hamin. 

Anstatt aber diese Méglichkeit, die Piloty fiir «sogar wahrscheinlich» 
halt, was doch wohl so viel heifsen soll, daf$ er sie fiir wahrscheinlicher 
halt als seine Pyrranthracenhypothese, ernstlich ins Auge zu fassen, 
d. h. einzugestehen, daf\ seine Annahme durch die tatsachlichen Verhilt- 
nisse wiederlegt ist, begriindet Piloty seine Pyrranthracenhypothese 
damit, dafs die Ahnlichkeit seiner gelb gefarbten Dehydro-Bilinsdure mit 
einem Reduktionsprodukt des Pyrranthrachinons, das als ein Dihydro- 
pyrranthrahydrochinon aufgefaftt wird, in der gelben Farbe, die alle 
Salze des letzteren aufweisen, zum Ausdruck kommt. 

Hieraus erhellt bereits der hohe Grad von Verwirrung, den eine 
unrichtige Vorstellung anrichten kann, wenn der Versuch gemacht wird, 
sie gegen schlagende Beweise des Experiments aufrecht zu erhalten. Wer 
aber noch nicht iiberzeugt ist, der lese die Ausfiihrungen Pilotys auf 
zwei hintereinander folgenden Seiten iiber das Biliburin. Seite 351: «Das 
Bilirubin bestatigt unsere Annahme (dafs das Hamin aus einem durch 
reduktive und oxydative Eingriffe leicht aufspaltbaren und einem schwer 
aufspaltbaren Teil besteht), insofern als dasselbe als ein Verwandlungs- 
produkt desjenigen Teils des Blutfarbstoffs erscheint, welchen aufzu- 
spalten auch dem Organismus ') nicht gelingt, weil naémlich aus Bilirubin 


‘) Um die Verwandlungsfahigkeit Pilotyscher Anschauungen zu 
demonstrieren, ist dieser Satz ein treffliches Muster. Es ist namlich noch 
nicht lange her, dafs Piloty sich das Bilirubin durch einen synthetischen 
Prozef aus Bruchstiicken des Himins hervorgegangen vorstellte. Annalen, 
Bd. 390, S. 192 (1912). 
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(durch Eisessig-Jodwasserstoff) die Bilirubinsaéure entsteht und diese der 
Hamatopyrrolidinséure ahnlich ist, die bei der Reduktion des Himins mit 
Zinkstaub und Salzsiéure als grofes Bruchstiick entsteht. 

Danach durfte man erwarten, dafs Piloty das Bilirubin als nur 
aus Pyrranthracenkomplexen bestehend ansieht. 

Auf Seite 352 wird aber von den Dipyrrylmethenfarbstoffen ge- 
sagt: «sie sind aufspaltbar wie der leicht aufspaltbare Teil des Hamins, 
und was das Wichtigste ist, ihre Spektra zeigen mit denjenigen von De- 
rivaten des Himins, nimlich dem Bilirubin, auferordentlich grofe Ahn- 
lichkeit». Was doch wohl heifen soll, daf§ Piloty ihr Vorhandensein 
im Bilirubin sich als gegeben vorstellt. 

Und nun ein Wort noch zu dem von Piloty konstruierten Bild 
fiir das Bilirubin, dem die empirische Formel C,,.N,,0,N, zukommt. Das 
Pilotysche Bild auf Seite 356 enthalt 5 Stickstoffatome. 

Jede Bemerkung wire tberfliissig. 


Stuttgart, im September 1915. 














Synthetische Beitrage zur Kenntnis der Cerebronsaure. ') 


Von 


Percy Brigl (z. Zt. im Felde). 





(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der Universitat Tubingen.) 
(Experimentell abgeschlossen am 31, 7. 1914.) 


(Der Redaktion zugegangen am 15. September 1915.) 


Von den Cerebrosiden, diesen von Thudichum?) niher 
untersuchten Gehirnbestandteilen, ist am besten charakterisiert 
das von H. Thierfelder und Mitarbeitern*) eingehend studierte 
Cerebron. Wie dieser Forscher zeigen konnte, sind von den 
drei Bausteinen der Cerebroside —- Zucker, Base und Siéiure — 
beim Cerebron der Zucker die Galaktose, die Base, das Sphin- 
gosin, ein ungesiittigter, zweiwertiger Aminoalkohol der Formel 
C.,,H,,;NO,, die Siure schlieBlich eine gesittigte Monoxyfett- 
siure der Formel C,.H,,0,. Auch tiber die Verkettung dieser 
drei Bestandteile konnten schon recht eingehende Angaben 
gemacht werden.‘) Aufzuklaren blieb vor allem noch die 
genauere Struktur des Sphingosins und der Cerebronsaure. 

Einer Anregung von Herrn Professor Thierfelder folgend, 
hat der Verfasser sich naher mit der Cerebronsiéure beschiftigt. 

Der erste, der eine bei der Spaltung von Cerebrosiden 
auftretende Séure genauer beschrieb, war Thudichum,®) der 


1) Habilitationsschrift. 

*) Thudichum, Die chem. Konstitution des Gehirns des Menschen 
und der Tiere, Tiibingen, Pietzcker 1901. 

5) E. Worner und H. Thierfelder. Diese Zeitschrift, Bd. 30, 
S. 542 (1900); H. Thierfelder, ebenda, Bd. 43, S. 21 (1904); Bd. 44, 
S. 367 (1905); F. Kitagawa und H. Thierfelder, ebenda, Bd. 49, S. 286 
(1906); O. Riesser und H. Thierfelder, ebenda, Bd. 77, S. 508 (1912); 
K. Thomas und H. Thierfelder, ebenda, Bd. 77, S. 511 (1912), 

‘) H. Thierfelder, Diese Zeitschrift, Bd. 89, S. 250 (1914). 

5) Seventh Annual Report of the Local Government Hoard 1877—738, 
Suppl. p. 288. London 1878. Journ. pract. Chem. (2), Bd. 25, S. 25 (1882), 
ebenda Bd. 53, S. 83 (1896). 
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aus dem.Phrenosin eine Saure erhielt, der er die Formel 
C,,H,,0, zuerteilte und die er daher, als anscheinend isomer mit der 
Stearinsdure, als Neurostearinsiure bezeichnete. Die Cerebron- 
sdure zeigte zwar dhnliche Eigenschaften, war jedoch nicht 
mit der Neurostearinséure identisch, da sie einen um 16° 
hoheren Schmelzpunkt besaf. Vor allem aber bewiesen die 
Analysen von Thierfelder, daf in der Cerebronsaure eine 
Siiure mit drei Sauerstoffatomen vorlag, von der Formel C,,H,,.O3. 
Da sich wetter zeigen lieB, daB das dritte Sauerstoffatom in 
Form einer acetylierbaren Hydroxylgruppe vorhanden war, war 
also die Cerebronsiiure als Oxyfettsiure bestimmt. Ungewif 
blieb noch die Stellung der Hydroxylgruppe, sowie die Struktur 
der Kohlenstoffkette. Diese Liicke beabsichtigte der Verfasser 
auszufiillen. 

Hierin ist bis zu einem gewissen Grade Levene’) zuvor- 
gekommen, der in den letzten Jahren in das Studium der Cere- 
broside eingegriffen hat. Beziglich der Cerebronsiure kommt 
er zu dem SchluB, sie sei die a-Oxysiiure von wahrscheinlich nor- 
maler Struktur. Obgleich ich zu gleichem Schlu8 gelangt bin, 
sind doch die Untersuchungen von Levene wenig geeignet, die 
Frage zu kliiren, sondern eher zu verwirren, da sie gréften- 
teils angestellt sind mit einem Material, das um 16° niedriger 
schmilzt als die Cerebronséiure Thierfelders, das aber trotz- 
dem als Cerebronsiure bezeichnet wird, in der Annahme, es 
sei die Racem-Form der andern. Nun halt aber, wie im An- 
hang naher ausgefiihrt wird, diese Annahme der experimentellen 
Nachpriifung nicht stand. 

Im folgenden wird nun, um die Unklarheit nicht noch zu 
vergrokern, unter Cerebronséure nur die Substanz von Thier- 
felder verstanden, wihrend die von Levene, die voraus- 
sichtlich mit der Neurostearinsiure Thudichums identisch ist, 
als Neurosiure bezeichnet wird. Auf die Versuche von Levene 
wird im Anhang niher eingegangen werden. 

DaB in der Cerebronséure das alkoholische Hydroxyl der 
Carboxylgruppe benachbart steht, konnte von mir durch die 


') P. A. Levene und W. A. Jakobs, Journ. of Biol. Chem., Bd. 12, 
S. 381 (1912); P. A. Levene und C. J. West, ebenda, Bd. 14, S. 257 (1913). 
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Fahigkeit der Cerebronsdure bewiesen werden, beim mehr- 
stiindigen Erhitzen mit Chloral auf 160° unter Bildung eines 
Chloralides zu reagieren, eine nach Wallachs Forschung fiir 
a-Oxyséuren charakteristische Reaktion.') 

Nachdem so die Stellung der Hydroxylgruppe festgelegt 
war, mute nun die Struktur der Kohlenstoffkette bestimmt 
werden. Ein gewisses Mai von Wabhrscheinlichkeit sprach 
dafiir, daB die Kette normal sein wiirde, denn die tiberwiegende 
Mehrzahl der héheren, im Tierkérper vorkommenéen Fettsiuren 
hat, soweit es iiberhaupt schon erforscht ist, normale Struktur. 

Es handelte sich also darum, die CerebronsZure méglichst 
ohne Anderung der Kohlenstoffkette in ein Derivat iiberzu- 
fiihren, dessen Konstitution auf anderem Wege einwandsfrei 
festgelegt war beziiglich der Kohlenstoffkette. Als solches 
schien am geeignetsten der zugrunde liegende Kohlenwasser- 
stoff. Levene ist analog vorgegangen, indem er energisch mit 
Jodwasserstoff und Phosphor reduzierte. Er kam zu einem 
Kohlenwasserstoff von nicht ganz scharfem und je nach den 
Versuchsbedingungen etwas schwankendem Schmelzpunkt, einem 
Schmelzpunkt, der etwa in der Hohe liegt, wo man nach Ana- 
logien den Schmelzpunkt des bis dahin noch nicht bekannten 
Normalpentakosans erwarten sollte. Zunichst ist es, wie im 
Anhang naher ausgefiihrt werden wird, recht zweifelhaft, ob 
die Behandlung mit Jodwasserstoff und Phosphor bei a-Oxy- 
sduren tiberhaupt zu einem einheitlichen Kohlenwasserstoff der 
gleichen Kohlenstoffzahl fiihrt. Dann aber konnte nach Ansicht 
des Verfassers von einem Beweise erst dann die Rede sein, 
wenn neben dem Kohlenwasserstoff aus der Cerebronsiiure auch 
das einwandsfrei synthetisch dargestellte Norrnalpentakosan 
vorlag, und nicht nur die Schmelzpunkte der beiden Paraffine 
lbereinstimmten, sondern vor allem auch eine Mischung der 
beiden nicht zu einer Schmelzpunktsdepression fiihrte. 

Aus dieser Erwagung heraus wurde zunichst das Normal- 
pentakosan darzustellen versucht, was nach Uberwindung einiger 
Schwierigkeiten auch gelang. Da die daran sich anschlieBende, 
vollige Reduktion der Cerebronséure, aus Mangel an einem 


:) hanes Ba 193, S. 1 (1878). 
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geeigneten Reduktionsmittel, nicht zu einwandsfreien Resultaten, 
zunichst wenigstens, fiihren wollte, wurde versucht, die ver- 
mutete Konstitution der Cerebronsdure auf einem hiervon ganz 
unabhiingigen Wege sicherzustellen, durch Synthese der a-Oxy- 
pentakosylsiiure. Auch diese Synthese gelang nach manchen 
Fehlversuchen, die begrtindet lagen in der Reaktionstragheit 
solcher hochmolekularer Verbindungen und der Schwierigkeit 
ihrer Trennung. 

Der zweite, kleinere Teil der Arbeit mufte dann den 
Vergleich der erhaltenen synthetischen Produkte bringen mit 
der Cerebronsiiure und dem aus ihr gewonnenen Kohlenwasser- 
stoff. Diese Versuche muften vor ihrem voOlligen Abschlub 
abgebrochen werden, infolge der politischen Ereignisse. Da 
nicht zu tibersehen ist, ob ich selber spéter in der Lage sein 
werde, die Arbeit zu vollenden, habe ich eine Zeit unfreiwilliger 
Mufe zur Niederschrift des abgeschlossenen synthetischen Teils 
benutzt. Die Versuche mit dem Naturprodukt werden nur 


anhangsweise angefiihrt. 


A. Die Synthese des n-Pentakosans. 


Fiir die Synthese des n-Pentakosans erschien es zunachst 
am zweckmabigsten, zuriickzugreifen auf die von Krafft aus- 
gearbeiteten Darstellungsmethoden fir aliphatische Kohlen- 
wasserstoffe, und von diesen wieder auf die Reduktion eines 
Ketons der gleichen Kohlenstoffzahl. Von den vielen denkbaren 
Ketonen mit 25 Kohlenstoffen wurde zuerst das symmetrische 
CH, - (CH,),, - CO - (CH,),, - CH;, ausgewahlt, das, wieder nach 
Krafft, durch trockene Destillation des Baryumsalzes der 
Tridecylséure erhialtlich sein mubte. Das Ausgangsmaterial 
hierfiir, die Tridecylsdure, ist nun zwar kein Naturprodukt, abt 
sich aber aus einem solchen, der Myristinséiure, durch oxy- 
dativen Abbau erhalten!) nach dem bekannten Schema: 

RCH, - CO,H —-> R- CH,- CO. CH, —+> R.- CO,H. 

Es war nun hier von gréBter Wichtigkeit, daB die so 
erhaltene Tridecylsiure vollig frei von Homologen war, da 


') F. Krafft, Ber. 12, S. 1668 (1879). 
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sonst das dargestellie Pentakosan von vornherein mit einer 
Unsicherheit, was Reinheit und damit Schmelzpunkt anbetrifft, 
behaftet gewesen wire. Als aber, aus diesem Grunde, die 
Tridecylsdure durch Analyse des Silbersalzes auf Reinheit ge- 
prift wurde, ergab sich ein etwas zu kleiner Silbergehalt, was 
auf die Beimengung hodher molekularer Séuren, hier also wohl 
von Myristinséiure, schliefen liebe. Da das der Oxydation 
unterworfene Methylketon sicher frei von Myristinséure war, 
so mufte man daraus schlieBen, dafb bei der Oxydation von 
Methylketonen die Oxydation zwar zum iberwiegenden Teil 
an der dem Carbonyl benachbarten Methylen-, zum kleineren 
jedoch auch an der Methyl-Gruppe angreift, ein SchluB, zu dem 
man auch schon von anderer Seite!) auf Grund umfangreicher 
Versuche gekommen ist. 

Da hiernach das symmetrische Pentakosanon als Vorstufe 
des Kohlenwasserstoffes nicht mehr in Frage kam, hatte man 
weiter an irgend ein asymmetrisches Keton denken kénnen. Aber 
da ein solches, nach Krafft, durch Destillation eines Gemisches 
zweier verschiedener Fettséuresalze hatte dargestellt werden 
miissen, wobei gleichzeitig auch die beiden symmetrischen Ketone 
entstanden waren, hatte man es wiederum mit einem Gemisch 
von Homologen zu tun gehabt. 

Infolgedessen wurde nach einem neuen Wege zur Dar- 
stellung des Kohlenwasserstoffes gesucht und derselbe auch in 
folgender Reaktionsfolge gefunden: 

Die Malonsduresynthese verlauft, wie das Beispiel der 
Cetyl- und Dicetylmalonsdure*) beweist, auch noch bei Ein- 
fiihrung recht hochmolekularer Substituenten normal. Danach 
sollte es gelingen, eine Malonséure (R)(R‘): C : (CO,H), zu er- 
halten, in der R und R‘ Alkyle von normaler Struktur und 
zusammen 24 Kohlenstoffen bedeuten sollen. Diese Erwartung 
wurde bestatigt durch die Darstellung der Cetyl-Octyl-Malon- 
saure. Gelang es nun weiter, gleichzeitig oder nacheinander, 
daraus zwei Molekiile Kohlenséure abzuspalten, so kam man direkt 
zum Kohlenwasserstoff R-CH,-R‘, d. h. zum n-Pentakosan. 


') O. Wagner, Journ. prakt. Chemie., (2) Bd. 44, S. 286 (1891). 
*) M. Guttzeit, Annal., Bd. 206, S. 351 (1880). 
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Die Uberfiihrung der Cetyl-Octyl-Malonsaure (Formel 3, 
S. 167) in die entsprechende Essigsiure verlief normal, nicht 
erwartete Schwierigkeiten machte dagegen die Abspaltung des 
zweiten Molekiils Kohlensaure. Die Festigkeit der Kohlenstoff- 
kette ist, wohl infolge ihrer verzweigten Struktur, soweit herab- 
gemindert, daf sie bei den Temperaturen, die zur Kohlensiaure- 
abspaltung nach den iiblichen Verfahren notwendig sind, nicht 
mehr vollig bestéindig ist, sondern wenigstens teilweise auch 
unter Abspaltung von Alkylgruppen zerfallt, sodaB das Ergebnis 
ein Gemisch verschiedener gesattigter und ungesittigter Kohlen- 
wasserstoffe ist. Ein Umweg fiihrte jedoch zum Ziel. 

Wie allerdings bisher nur in der niederen Fettreihe fest- 
gestellt war,!) lassen sich die Amide der a-Bromfettsduren, 
die ja aus den Fettsiuren auf dem Umwege iiber die Bromide 
der Bromfettséuren leicht erhialtlich sind,?) durch Behandeln 
mit starkem Alkali in die um ein Kohlenstoff armere Carbonyl- 
verbindung iberfiihren unter Abspaltung von HBr und HCN 

(R)(R) : CBr- CONH, = R-CO.R‘ + HBr + HCN. 

Dies Verfahren laBt sich nun auch auf die Cetyl-octyl- 
Essigsiure anwenden, verliuft sogar, bei Verwendung von 
Natriumiithylat als abspaltendem Mittel, recht glatt. Man kommt 
also auch bei dem neuen Weg zunichst wieder zu einem Keton, 
das*) sich dann weiter genau nach Krafft in den gewiinschten 


Kohlenwasserstoff verwandeln 1aBt. 
Danach waren also die Zwischenstufen, die von der Cetyl- 


malonsiure als Ausgangsmaterial zum n-Pentakosan fiihrten, 
die folgenden: 
Cetyloctyl-Malonsiure ——-> Cetyloctyl-Essigsaure > 
Amid der Cetyloctyl-Bromessigsiure ——-> Cetyloctyl-Keton 
oder in Formeln, wobei der Kiirze wegen die Cetylgruppe 
CH,(CH,),, - durch R, die Octylgruppe CH,(CH,), - durch R’ 


bezeichnet werden soll: 





1) G. Mossler, Monatsh. f. Chem., Bd. 29, S. 69 (1908); vgl. auch 
Hans Meyer, Analyse u. Konstitutionsermittelung. Berlin 1909, S. 444. 
*) C. A. Bischoff, Ber. 30, S. 2311 (1897). 
5) F. Krafft, Ber. 15, S. 1689—1691 (1882). 
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Forme! 1. Formel 2. Formel 3. 
R - CH(CO,C,H;,), (R\(R‘): C : (CO,C,H;,), (R\R‘) : GC: (CO,H), 
Formel 4. Formel 5. Formel 6. 
(R\(R‘): CH - CO,H (R)(R‘) : CBr - CONH, R-CO- R’ 
Formel 7. 


R-CH,-R’ = CH,(CH,),,CH,. 


Das Verfahren sieht sehr viel umstiandlicher aus, als es 
in Wirklichkeit ist, da die meisten Ubergiinge so glatt ver- 
jaufen, daB man vielfach gleich die Rohprodukte weiter ver- 
arbeiten kann. Experimentell sind nur drei Phasen zu unter- 
scheiden: 1. Die Darstellung der disubstituierten Malon- und 
Essigsiure; 2. die Uberfiihrung der Siure ins Keton; 3. die 
Reduktion des Ketons zum Kohlenwasserstoff. 

Der Wert des Verfahrens liegt nicht nur in der Méglich- 
keit, auf diesem Wege zu Kohlenwasserstoffen, auch mit ver- 
zweigter Kohlenstoffkette, zu gelangen, sondern auch darin, 
dafi man nunmehr eine praktisch brauchbare Methode besitzt, 
in eine lange Kohlenstoffkette an beliebiger, genau zu _be- 
stimmender Stelle, ohne Anwendung hoher Temperaturen, die 
Ketogruppe einzufihren, die sich ihrerseits leicht weiter in andere 
Gruppen oder mehrfache Bindungen wird verwandeln lassen. 


B. Die Synthese der 1-Oxy-Normaltetrakosan- 
1-Carbonsdure. (Formel 13. S. 169.) 


Um diesen Koérper, CH,(CH,),.CHOH - CO,H, darzustellen, 
mubte zunichst ein mdglichst hochmolekulares, leicht zuging- 
liches Ausgangsmaterial von normaler Kohlenstoffkette gesucht 
werden. Ein solches wurde gefunden in dem von Willstiatter 
und Mitarbeitern') beschriebenen primaren Dokosylalkohol, der 
aus der Erukasiure erhaltlich ist. Dieser Alkohol von 22 
Kohlenstoffen laBt sich, nach der Verwandlung ins Jodid, mit 
Hilfe der Malonsduresynthese in die Fettsiure mit 24 Kohlen- 
stoffen tiberfiihren.*) 





1) Willstatter, Mayer und Hiini, Annal., Bd. 378, S. 102 (1910). 
*) Bis zu diesem Punkt waren die Versuche schon seit einigen Wochen 
durchgefiihrt, als eine Arbeit von H. Meyer, L. Brod und W. Soyka 








168 Percy Brig}, 


Zur weiteren Verwandlung dieser Saure nun in die nichst- 
hohere Oxysiure schien es am aussichtsreichsten, zuerst die 
Ketosiure tiber das Saiurecyanid zu bilden und diese dann zu 
reduzieren, nach dem Schema: 


R - COOH R- COCI R- COCN R- CO -CONH, 
R-CO- COOH R - CHOH - COOH 


Da es jedoch zweifelhaft war, ob bei diesen hochmoleku- 
laren Korpern die Synthese noch normal verlaufen wiirde, 
wurden zuerst die giinstigsten Versuchsbedingungen an einer 
noch leichter zugénglichen héheren Fettsaéure, der Behensadure, 
ausprobiert. Es zeigte sich nun sofort, daB schon die Um- 
wandlung des Séurechlorids in das Cyanid so wenig quanti- 
tativ verlief, da} die Trennung der verschiedenen Produkte zu 
grobe Schwierigkeiten machte. Hingegen erwies sich ein von 
Nef!) angegebener Weg zur Darstellung gewisser Derivate von 
Ketoséuren als gangbar. Wie allerdings nur an Sdurechloriden 
von sehr viel geringerem Molekulargewicht festgestellt war, 
reagieren solche mit Isonitrilen unter Bildung von Additions- 
verbindungen, die durch Wasser unter Austausch von OH 
gegen Cl in substituierte Amide von a-Ketosauren tibergehen. 


R-CO-Cl + C:N-R’ = R-CO-CCl: NR’ —-> R- CO-CO.- NHR’ 


Analog konnte nun auch Behensiurechlorid mit Hilfe 
von Athylisocyanid in das Athylamid der a-Ketosiure mit 23 
Kohlenstoffatomen tibergefiihrt werden. Dieser K6rper sollte 





(Monatsh. f. Chem., Bd. 34, S. 1113) erschien, in der, gelegentlich einer 
Untersuchung der Lignocerinsiiure, das Joddokosan und die Tetrakosyl- 
siiure schon beschrieben wurden. Trotzdem ist eine erneute Mitteilung 
jetzt noch méglich, da es mir durch einen Kunstgriff gelang, die Ausbeuten 
wesentlich zu steigern und gleichzeitig auch die Zwischenglieder der 
Synthese zu isolieren. Ich habe seinerzeit von einer Ver6ffentlichung 
Abstand genommen, da fiir mich die Tetrakosylsiure nur Zwischenglied 
war, und ich auflerdem auch schon den Vergleich mit der Lignocerin- 
siure aufgenommen hatte, wobei ich zu Resultaten gekommen war, die 
von denen der anderen Autoren abwichen. Dariber soll spater berichtet 


werden. 
') Annal., Bd. 280, S. 291 (1894). 
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nun zur freien Ketosaéure verseift werden. Dabei erwies er 
sich als so resistent, daB Zweifel an der angenommenen Kon- 
stitution auftauchten. Diese muften aber bei niherer Unter- 
suchung fallen gelassen werden. Offenbar ist die Schwerver- 
seifbarkeit eine allgemeine Eigenschaft der substituierten Amide 
von Ketosaéuren, worauf ja schon Nef aufmerksam gemacht 
hat. Ob sie auch eine Eigenschaft der substituierten Amide 
von Oxysiuren ist, war noch zweifelhaft, weshalb versucht wurde, 
die Schwierigkeit der Verseifung dadurch zu umgehen, daf das 
Ketosaureamid erst reduziert wurde, und das leicht entstehende 
Oxysdureamid der Verseifung unterworfen wurde. Ein wesent- 
licher Unterschied ergab sich allerdings nicht, jedoch wurde 
schlieflich durch saure Verseifungsmilttel die Darstellung der 
Oxysdure erreicht. 

Das bei der Behenséure erprobte Verfahren brauchte 
jetzt nur noch auf die Tetrakosylsdéure tbertragen zu werden, 
was ohne neue Schwierigkeiten gelang, sodafi der zur Syn- 
these der gewiinschten Séure fiihrende Weg schlieflich der 
folgende war: 

Formel 8. Formel 9. Formel 10. 

CH,(CH,)_. - CH,J CH,(CH,), ,CH(COOH), CH,(CH,),,COOH 
Forme! 11. 
CH,(CH,),,CO - Cl CH,(CH,),,CO- CONH - C,H, 


Formel 12. Formel 13. 
CH,(CH,),, CHOH - CONHC,H, CH,(CH,),.CHOH - CO,H. 


Experimentelles. 


1. Tridecylsaure aus Myristinsaure. 


Die ganzen Operationen zur Uberfiihrung der héheren 
Saure in die niéchstniedere wurden genau nach der Krafft- 
schen Vorschrift (!. c.) ausgefiihrt. Zuerst wurde aus der 
Myristinsiure das Tridecyl-Methyl-Keton dargestellt, das sich 
bei der Priifung als vdllig frei von Myristinsiure erwies, und 
dieses nun mit Chrom-Schwefelsiure oxydiert. Dabei wurde 
eine Tridecylsiure vom F. P. 39° erhalten. Krafft gibt an: 
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40,59, Vor einiger Zeit hat Le Sueur’) die Saure auf einem 
anderen Wege dargestellt, durch Oxydation des Tridecylalde- 
hydes, wobei sie fast mit Sicherheit frei von Homologen ent- 
steht, und gibt als Schmelzpunkt 42,59 an. Schon dieser 
Schmelzpunkt deutet darauf hin, daS die Séure vom F. P. 39° 
noch nicht rein sein konnte. Dafir spricht auch die Analyse 
des Silbersalzes, dargestellt nach Jaekle?) 

0,1011 g Subst.: 0,0338 g Ag; 0,2684 g Subst.: 0,0876 g Ag. 

C,.H,,0, Ag. Ber.: 33,61 Ag. 
Gef.: 33,41 33,11. 

Allerdings scheint die Zusammensetzung etwas zu wechseln, 
vielleicht abhiingig von der Temperatur und Intensitaét der Oxy- 
dation. Wenigstens wurde bei einer spiteren Wiederholung 
der Darstellung ein Silbersalz mit besser stimmender Analyse 


erhalten: 
0,1995 g Subst.: 0,0673 g Ag. 
Gef.: 33.7. 
Die Versuche wurden jedoch nicht wieder aufgenommen, 
da inzwischen das gesuchte Pentakosan schon auf dem an- 
deren, neuen Wege dargestellt war. 


2. Athylester der Cetylmalonsiure. (Formel 1.) 


Die freie Cetylmalonsdure ist bekannt. Angewandt wurde 
das Priiparat von Kahlbaum. Ihr Athylester, der zur Ein- 
fiihrung des Octylrestes dargestellt werden mufte, laBt sich 
am bequemsten aus der Siture nach dem Verfahren von Hans 
Meyer®) erhalten, mit Hilfe von Thionylchlorid. 

Dazu wurden je 25 g Cetylmalonséure, am einfachsten 
gleich in dem spiter zur Destillation verwandten, vorlaufig 
schrag gestellten Claisenkolben, mit 85 g Thionylchlorid tiber- 
gossen. Die Menge des Chlorierungsmittels ist, entsprechend 
dem hohen Molekulargewicht der verwandten Fettsaéure, gegen- 
iiber den sonstigen Vorschriften stark vermindert, reicht jedoch 


‘) Journ. of Chem. Soc., Bd. 87, S. 1905 (1905). 
*) Diese Zeitschrift, Bd. 36, S. 65 (1902). 
*) Monatsh. f. Chem., Bd. 22, S. 417 (1901). 
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vollig aus, um die Loésung und Umwandlung der ganzen 
Substanzmenge herbeizufiihren. Das Gemisch wird eine halbe 
Stunde in einem Bad yon 100° gehalten, und dann der Uber- 
schuf an Thionylchlorid, zuletzt im Vakuum, abdestilliert, der 
Riickstand, nach dem Ubergiefen mit absolutem Alkohol, noch 
eine halbe Stunde im Sieden gehalten und schlieBlich im 
Vakuum destilliert. Bei 14 mm geht, nachdem der Alkohol 
vertrieben ist, der Ester fast vollstindig bei 238—240° als 
ganz schwach gelbliche Fliissigkeit tiber, die zu einer etwas 
fettig sich anfiihlenden, weifen Masse vom Schmelzpunkt 22° 
erstarrt. Ausbeute etwas tiber 26 g. 

Der Korper zeigt, ohne weitere Reinigung, die richtigen 
Analysenwerte : 

0.1737 g Subst: 0,4560 g CO,, 0,1800 g H,0. 
C,,H,,0,. Ber.: 71,81 G 11,54 H 
Gef.: 71,60 » 11,59 » 

Der Korper lift sich auch erhalten durch Malonsiiure- 
synthese aus Cetyljodid, in guter Ausbeute bei Anwendung 
des bei der Dokosvylmalonsiiure angegebenen Kunstgriffs. Iso- 
lierung und Reinigung durch Vakuumdestillation. 


3. Cetyl-Octyl-Malonsdure. (Formel 3.) 


Von dem Athylester der Cetylmalonsiiure wurden 19,2 g 
in 20 ccm etwas erwirmten Alkohols geldst, erst 12 g n-Octyl- 
jodid (Kahlbaum) und dann eine Auflésung von 1,15 g Natrium 
in 50 cem absoluten Alkohols zugegeben (je 0,05 Mol.). Nach- 
dem 11 Stunden unter RiickfluB erhitzt worden war, wurde, 
obgleich die Reaktion noch, wenn auch nur schwach, alkalisch 
war, der Alkohol abgedampft und schlieBlich, zur Entfernung 
etwa noch vorhandenen Octyljodides, im Vakuum bis auf 130° 
erhitzt. Es gingen nur wenige Tropfen tiber. Der Riickstand 
wurde in Ather und Wasser gelést, und die Atherschicht, nach 
dem Trocknen mit Natriumsulfat, abdestilliert. Da der Ather- 
riickstand nicht fest werden wollte, wurde der Ester gleich 
auf die freie Malonsiiure weiter verarbeitet. Dazu wurde er 
mit 22 g 50° /oiger Kalilauge drei Stunden im Wasserbad, unter 
anfanglichem dauernden Durchriihren, erhitzt. Zur Entfernung 
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etwa vorhandener, indifferenter Produkte wurde jetzt das 
Baryumsalz dargestellt, durch Eingiefen der gelatindsen Masse 
in 150 cem heifes Wasser und Versetzen mit Baryumchlorid, 
und das abgesaugte Barytsalz wiederholt mit heiBem Alkohol 
extrahiert. Ein Teil der amorphen, weifen Masse wurde, nach 
dem Trocknen bei 80° im Vakuum, direkt der Analyse unter- 


worfen. 
0.1814 g Subst.: 0,0740 g BaSQ,. 


C,,H,,0,Ba. Ber.: 23,87 Ba. 
Gief.: 24,01 >» 

Fiir cetylmalonsaures Baryum berechnet sich ein Baryum- 
gehalt von 29,64°/o. Trotzdem nach dieser Analyse das Salz 
einen recht einheitlichen Eindruck machte, war die aus dem 
Salz durch Salzsiure in Freiheit gesetzte Saure noch nicht 
vollig rein, da der Schmelzpunkt durch wiederholtes Um- 
krystallisieren aus wenig Eisessig von etwa 60° auf schlieB- 
lich 68° stieg. Die Ausbeute an analysenreiner Substanz be- 
trug, wohl infolge der Verluste beim Umkrystallisieren, nur 25°/o. 

Die reine Substanz bestand aus mikrokrystallinischen, 
weiben Nadeln, die teilweise zu Nadelbiischeln zusammen- 


gesetzt waren. 
Zur Analyse wurde im Vakuum iiber Kali und Schwefel- 


siure getrocknet. 
0,1515 g Subst.: 0,4076 g CO,, 0,1643 g H,0. 


C,,H,,0,- Ber.: 73,57 C, 11,90 H 
Gef.: 73,38 » 12,12 >» 


4. Cetyl-Octyl-Essigsaure. (Formel 4.) 


Zur weiteren Umwandlung wurde von der wie oben er- 
haltenen Cetyl-Octyl-Malonsaéure nur das analysenreine Produkt 
verwandt. Es wurde, zur Uberfiihrung in die Essigsdure, in 
Portionen von etwa drei Gramm, auf 180° erwarmt und 15’ 
bei dieser Temperatur gelassen. Das wasserklare, rasch er- 
starrende Produkt schmilzt, nach dem Umkrystallisieren aus 
Methylalkohol, wobei unnétiges Erwaérmen vermieden wurde, 
bei 52° und stellt ein lockeres, weifes Pulver dar von dem 
charakteristischen Geruch der héheren Fettsauren. 
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0,0923 g Subst.: 0,2662 g CO,, 0,1093 g H,O. 
0,1277 g Subst.: 0,3688 g CO,, 0,1531 g H,0. 
C,,H;,0,. Ber.: 78,71 C, 13,22 H. 
Gef.: 78,66 C, 78,76 C, 13,25 H, 13,42 H. 

Zur Kontrolle der Reinheit wurde auch noch das Silber- 
salz dargestellt und analysiert. 

0,3329 g Subst.: 0.0706 g Ag; 0,1353 g Subst.: 0,0289 g Ag. 

C,,H,,O,Ag. Ber.: 21,45 Ag. 
Gef.: 21,21 Ag, 21,36 Ag. 

Aus der Silberbestimmung geht mit Sicherheit hervor, 
was allerdings schon nach der Kohlenwasserstoff-Bestimmung 
der freien Siure héchst wahrscheinlich war, dafi in der Siiure 
mefbare Mengen von Cetyl-Octyl-Malonsiure, nicht in Reaktion 
getretener Cetyl-Malonsiure oder endlich daraus entstandene 
Stearinsiiure nicht vorhanden sein kénnen, da die Silbersalze 
aller dieser Séuren einen héheren Silbergehalt haben, also, 
falls vorhanden, den Silbergehalt des analysierten Salzes er- 
hodhen mibten. 


5. Versuche zur unmittelbaren Abspaltung von Kohlen- 
siure aus der Cetyl-Octyl-Essigsiure. 


Um die Cetyl-Octyl-Essigséure (Formel 4) in das Normal- 
pentakosan tiberzufiihren, war noch die Abspaltung eines Molekiils 
Kohlensiure erforderlich, bei welcher Reaktion, nach den be- 
kannten Analogien, Schwierigkeiten eigentlich nicht erwartet 
wurden. Zwar ist bei héheren Fettséuren das urspriingliche 
Verfahren, das Erhitzen des Erdalkalisalzes mit Erdalkalien, 
nicht mehr recht anwendbar, wohl aber eine von J. Mai‘) 
angegebene Modifikation, das Erhitzen des Baryumsalzes mit 
Natriummethylat. 

Als dies letzte Verfahren aber auf den vorliegenden Fall 
iibertragen werden sollte, ergab sich die erste Schwierigkeit 
schon bei der Darstellung des Baryumsalzes. Bei den tiblichen 
Methoden erhielt man an der GefaiSwandung haftende, halbfeste 
Massen, die sich nur duferst schwer trocknen liefen. Erst das 





1) Ber. 22, S. 2133 (1889). 
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Versetzen der in warmem Methylalkohol gelésten Séure mit 
methylalkoholischem Baryt ergab einen besser zu behandelnden 
Niederschlag. Zwar fiel das Baryumsalz zuerst auch Glig aus, 
beim Kratzen und Abkiihlen jedoch erstarrte es. Nach dem 
Absaugen und halbstiindigem Stehen im Vakuumexsikkator ist 
die noch nach Methylalkohol riechende Masse gut zerreibbar, 
trocknet man weiter, so wird die Substanz zaéh und schlecht 
zu zerkleinern. 

Das Barytsalz zeigt also ein von den Barytsalzen der 
sonstigen Fettsiiuren, die allerdings alle eine endstandige 
Carboxylgruppe haben, recht abweichendes Verhalten. Das 
zeigt sich auch darin, da& das Barytsalz mit Ather eine 
allerdings nicht klare, vielleicht kolloidale Losung_ ergibt. 
Zur Analyse wurde das Salz wie oben dargestellt, nur wurde 
der schon in der Warme ausfallende, zunichst olige Teil (a) 
und der erst beim Abkiihlen aus dem Methylalkohol in fester 
Form sich abscheidende Teil (b) nach Méglichkeit gesondert 
aufgefangen. Getrocknet wurde erst im Vakuumexsikkator, 
dann bei 100° im Vakuum. 

0,1806 g Subst. (a): 0,0509 g BaSO,; 0,2167 g (b): 0,0633 g BaSO,. 
(C,,H;,0,),Ba. Ber.: 14,84 Ba. 
Gef.: 16,6 Ba, 16,8 Ba. 

Nach der Analyse ist dem Salz auch basisches Salz bei- 
gemengt. Die gleichfalls denkbare Erklirung, es kénnte sich 
um mitausgefallenes Baryummethylat handeln (etwa als Doppel- 
verbindung), la®t sich ausschalten, weil sich im Barytsalz kein 
Methoxyl nachweisen lie8. Da8 schlieBlich in der zur Ver- 
wendung gelangten Saure nicht etwa andere von hoéherer Saure- 
zahl enthalten sind, die den Barytgehalt erhodhen kénnten, 
dagegen spricht die oben angefiihrte Analyse des normal kon- 
stituierten Silbersalzes. Die leichte Bildung basischer Salze 
ist ja auch bei Fettsiiuren keine neue Beobachtung. 

Da fiir die beabsichtigte Kohlensaéureabspaltung in jedem 
Fall noch Alkali zugefiigt werden muBte, schien hier die Gegen- 
wart basischer Salze nicht weiter stérend. Es wurde daher 
frisch dargestelltes Baryumsalz, nach halbstiindigem Trocknen 
im Vakuum, mit Natriummethylat rasch vermischt (2 g Natrium 
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auf 20 g Cetyl-Octyl-Essigséiure), wobei die Masse teigartig 
wurde, sofort in einen Destillationskolben eingefiillt, der Kolben 
evakuiert und nun zunichst, zur Entfernung des Methylalkohols, 
eine halbe Stunde bei Wasserbadtemperatur gehalten, dann 
unter dauerndem, weiterem Evakuieren, hodher erhitzt. Bei 
einer Badtemperatur von 340—380° ging die Hauptreaktion 
vor sich. In der gut gekiihlten Vorlage sammelt sich erst 
eine wasserklare Fliissigkeit, spiiter ein gelbliches, dickfliissiges 
Ol. Das Destillat wurde bei 15 mm Druck erneut destilliert. 
Es wurden drei Fraktionen aufgefangen: A bis 173, der Haupt- 
sache nach bei 60—70° tibergehend, B bei 180—203°, C bet 
243—247°. Im Destillationskolben blieb ein halbfester Riick- 
stand, der bei héherer Temperatur auch noch destillierte. Von 
den drei Fraktionen war C die grifte (7 g). 

Um einen Anhalt zu gewinnen tiber die Natur der ge- 
wonnenen Korper, wurden die drei Fraktionen ohne weitere 
Reinigung direkt analysiert. Der Hauptsache nach bestanden 
sie alle aus Kohlenwasserstoffen, denen jedoch kleinere Mengen 
sauerstoffhaltiger Substanzen beigemengt waren. So ergab z. B. 
Fraktion B: 84,8°/o C und 14,5°/o H, Fraktion C: 84,9°/o C 
und 14,7°/o H. Fiir Pentakosan wiirde sich berechnen: 85,1 °/o C 
und 14,9°/o H. Fiir einen einfach-ungesattigten Kohlenwasser- 
stoff C,H,, ergibt sich: 85,6°/o und 14,4°/o. Auf die eventuelle 
Gegenwart ungesiittigter Kohlenwasserstoffe muf bei der Be- 
urteilung der Analysen Riicksicht genommen werden, da saémt- 
liche Fraktionen Bromlésung entfarben. 

Fraktion C, in der das gesuchte Pentakosan enthalten 
sein mu&te, wenn es tiberhaupt entstanden war, wurde weiter 
untersucht. Das dickfliissige Ol ergab, beim langeren Stehen 
in der Kalte, eine in Blattchen ausfallende Substanz, die nach 
dem Aufstreichen auf Ton etwa 2g wog und unscharf bei 
36—50° schmolz. Durch Umkrystallisieren aus Benzol wurden 
schlieBlich 0,3 g fast sauerstofffreie, weilfie Blattchen von 
Perlmutterglanz erhalten, die den Schmelzpunkt 52° besafen. 
In der Substanz hat wohl noch nicht ganz reines Pentakosan 
vorgelegen. Bromlésung wurde dadurch nur noch langsam 
entfarbt. 
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Um uber die Natur der verschiedenen Fraktionen zu 
einem, allerdings vor dem AbschluB weiterer Untersuchungen 
nicht unbedingt bindenden, Schluf8 zu kommen, muB man sich 
vergegenwartigen, dafi es sich nach der Analyse um Kohlen- 
wasserstoffe handelt. Uber ihre MolekulargréBe einen Anhalt 
zu gewinnen, gestattet der Vergleich mit den Siedepunkten 
bekannter Kohlenwasserstoffe, wozu die folgende Tabelle 


dienen soll: 


——= 








Anzahl der 


Siedepunkt 15 mm 





| 
Formel | Kohlenstoffe | 
oe ae | - : es 
| 17 | 170 
| D4 243 
CoH | 16 154—155 
| 17 etwa 166 
Frakt. B | = ee 
a | = 243 —247 





Danach gewinnt die Annahme, in der Fraktion C sei 
das gesuchte Pentakosan enthalten, noch an Wahrscheinlichkeit, 
was auch der Schmelzpunkt von 52° gegen 51° beim Normal- 
tetrakosan bestiitigt. In der Fraktion B muf ein Kohlen- 
wasserstoff von geringerem Molekulargewicht, etwa 17 Kohlen- 
stoffe enthaltend, vorhanden sein. Seine Entstehung, ebenso 
wie die der Fraktion A, die noch geringeres Molekulargewicht 
haben mu, lat sich nur durch einen Zerfall der Kohlenstoff- 
kette der Cetyl-Octyl-Essigsiure erkliren, voraussichtlich wohl 
am tertiiren Kohlenstoffatom. 

Obgleich bei diesen Versuchen wohl schon entstandenes 
Pentakosan vorlag, wurde doch auf die weitere Ausarbeitung 
dieses Verfahrens verzichtet. Der Grund lag, abgesehen von 
der schlechten Ausbeute, in der Erwagung, dafi das so aus 
einem Gemisch verschiedener Kohlenwasserstoffe zu isolierende 
Paraffin stets mit einer gewissen Unsicherheit behaftet ge- 
blieben ware, was voOllige Reinheit und damit auch Schmelz- 
punkt anginge. Deshalb wurde der Umweg tiber das Brom- 
siiureamid und Keton eingeschlagen. Hierbei hat man den 
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doppelten Vorteil, da8 erstens hohe Temperaturen ganz ver- 
mieden werden, und anderseits die ineinander tiberzufiihrenden 
Koérper in ihrer Zusammensetzung so starke Unterschiede, 
qualitativ und quantitativ, zeigen, daf Verunreinigungen ana- 
lytisch leicht nachzuweisen waren. 


6. Amid der Brom-Cetyl-Octyl-Essigsaéure. (Formel 5.) 


Um den in der Uberschrift genannten Kérper zu erhalten, 
muBte zunichst nach dem bekannten Verfahren von Hell- 
Volhard') aus der Cetyl-Octyl-Essigsiure das Bromid der 
a-Bromsaure dargestellt werden. 

Es wurden dazu je 8 g geschmolzene Cetyl-Octyl-Essig- 
siiure mit 0,2 g trockenem, rotem Phosphor versetzt und 5 g 
Brom langsam zugegeben. Nachdem 2 Stunden, unter Riick- 
flu8 und Feuchtigkeitsausschluf, bei 100° gehalten worden war, 
war die Bromierung fast vollendet, denn bei weiterer Zugabe 
von 1g Brom war nach einer halben Stunde noch deutlich 
iiberschiissiges Brom vorhanden. Nachdem zur Vorsicht im 
ganzen drei Stunden erhitzt worden war, wurde der Brom- 
iiberschub, zuletzt im Vakuum vollstandig abdestilliert. Auf 
die Reindarstellung des Séurebromids wurde verzichtet, und 
das Rohprodukt gleich auf das Bromséureamid weiterverarbeitet. 

Dazu wurde der nur noch ganz schwach gelbliche Riick- 
stand in trockenem Ather gelést, von Ungelistem abdekantiert, 
in die Atherlésung unter Kiihlung Ammoniakgas bis zur Siitti- 
gung eingeleitet und verschlossen einige Stunden stehen ge- 
lassen. Dann wird die noch nach Ammoniak riechende Ather- 
schicht mit Niederschlag mit Wasser durchgeschiittelt, wobei 
die Gegenwart eines in Wasser und Ather unldslichen, bezw. 
schwerléslichen phosphorhaltigen Nebenproduktes sich stérend 
bemerkbar macht. Die filtrierte Atherschicht gibt, nach dem 
Trocknen mit Natriumsulfat, beim Verdampfen das gesuchte 
Amid als schwachgelbliche, fiir die weitere Verarbeitung ge- 
nugend reine, bréckliche Masse. 

Ein Teil wurde direkt analysiert. 





') Ber. 14, S. 891 (1881); Annal., Bd. 242, S. 141 (1887). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f, physiol. Chemie. XCV. 13 
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0,8662 g Subst.: 17,95 ccm /10-H,SO, (Kjeldahl). 
~ C,,H,,ONBr. Ber.: 2,95 N, 16,86 Br. 
Gef.: 2,90 N. 


Ein anderer Teil wurde noch zweimal aus Methyl-, drei- 
mal aus Athylalkohol umkrystallisiert. Man erhilt so eine 
weife, undeutlich krystallinische Masse vom Schmelzpunkt 
49—51°. Der triibe Schmelzflu8 wird erst bei 54° klar. Bei 


der Analyse erwies sich der Bromgehalt als etwas zu gering. 
0,5606 g Subst.: 11,5 ccm ®/10-H,SO, (Kjeldahl). 
0,2553 g Subst.: 0,0979 g AgBr. 
Gef.: 2,87 N, 16,32 Br. 
Fiir die Verarbeitung aufs Keton ist eine Reindarstellung 


nicht erforderlich. 


7. Normales Pentakosanon-9 (Cetyloctylketon, Formel 6). 


Von dem wie oben erhaltenen Amid der Bromsdure 
wurde das Rohprodukt, wie es sich beim Verdampfen der 
Atherlésung ergibt, in Portionen von je 6 g, gelést in warmem 
Alkohol, in die siedende Auflésung von 1,5 g Natrium in 30 ccm 
absolutem Alkohol eingetragen und 10‘ im Sieden erhalten. 
Die Abspaltung von Brom- und Cyannatrium setzt sofort ein. 
Zu deren Entfernung wird in siedendes Wasser eingetragen 
und das obenschwimmende Ol, das beim weiteren Erhitzen 
mit Natriumathylat kein Cyan mehr abspaltet, nach dem Er- 
starren zuerst einmal aus Alkohol, dann noch mehrmals aus 
Benzol umkrystallisiert. Man erhalt das Keton so als feines 
weifes Pulver vom Schmelzpunkt 66°, vdllig frei von Stick- 
stoff und Brom. 

0,1210 g Subst: 0,3633 g CO,, 0,1493 g H,O. 
C,,H,;,0. Ber.: 81,88 C, 13,75 H. 
Gef.: 81,89 » 18,80 > 

Da8& hier wirklich das gewiinschte Keton vorliegt, be- 
weist die Bildung eines Semicarbazons, in guter Ausbeute, beim 
Erhitzen des Korpers mit freiem Semicarbazid. Schmelzpunkt 
39—41°. Das Semicarbazon zeigt den richtigen Stickstoffgehalt. 

0,1145 g Subst.: 10,2 com N (21°, 738 mm). 


C,,H,,N,0. Ber.: 9,92 N. 
Gef.: 9,80 > 


t autiestttiiitetenemeee . 
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8. Normales Pentakosan. (Formel 7.) 


Die Reduktion des Ketons wurde genau nach der alten 
Vorschrift von Krafft ausgefiihrt, durch Verwandeln in das 
Chlorid mit Phosphorpentachlorid und dessen Behandlung mit 
Jodwasserstoff und Phosphor. | 

3 g reines Pentakosanon, vermischt mit der gleichen Ge- 
wichtsmenge Phosphorpentachlorid, wurden erst bei 100° ge- 
halten, bis klare Lésung erfolgte, dann hoéher erkitzt, bis das 
Auftreten der ersten bréunlichen Farbung eine beginnende 
Zersetzung anzeigte, und schlieflich, hauptsachlich bei 60°, im 
Vakuum das gebildete Oxychlorid samt tiberschiissigem Penta- 
chlorid abdestilliert. Der Destillationsriickstand wurde, ohne 
weitere Reinigung, versetzt mit 0,3 g rotem Phosphor und 6 g 
Jodwasserstoffsiure 1,7, im Rohr 3!/2 Stunden auf 220—240° 
erhitzt. Der Rohrinhalt wurde wiederholt aus Wasser umge- 
schmolzen, mit SO, entfairbt und mehrmals aus absolutem 
Alkohol umkrystallisiert. Man erhalt das gesuchte Normal- 
Pentakosan so in Form perlmutterglanzender, weifer Blattchen 
ohne deutliche Krystallstruktur, von scharfem Schmelzpunkt 


55,5—56° Der Korper ist frei von Halogen. 
0,0959 g Subst.: 0,2986 g CO,, 0,1276 g H,O; 
0,1145 g Subst.: 03569¢ >» 0,1512¢ > 
C,,H,,. Ber.: 85,13 C, 14,87 H. 
Gef.: 85,01 >» 14,77 » 
84,92 >» 14,89 » 
Ob die im Petroleum’) und der Braunkohle?) vorkom- 
menden Pentakosane, vom Schmelzpunkt 54°, mit dem syn- 


thetischen Produkt identisch sind, ist nicht untersucht worden. 


9. 1-Jod-Dokosan. (Formel 8, Seite 169.) 


Das Jod-Dokosan, die erste Stufe auf dem Wege zur 
Oxypentakosylsaiure, wurde dargestellt aus dem schon be- 
kannten (I. c.) Dokosylalkohol. Dieser selbst wurde nach einer, 
von dem urspriinglichen Verfahren etwas abweichenden Methode 
erhalten, dergestalt, da8 Erukasiure (Kahlbaum) in kon- 





") Ch. F. Mabery, Amer. Chem. Journ., Bd. 28, S. 192 (1902); 
Bd. 33, S. 288 (1905). 


*) F. Krafft, Ber. 40, S. 4783 (1907). 13* 
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zentrierter iétherischer Lésung mit Platin und Wasserstoff 
reduziert wurde, und die ausfallende Behenséure, nach der 
Verwandlung in den Athylester, mit Natrium nach Bouveault 
und Blane in den Dokosylalkohol verwandelt wurde. 

Der so erhaltene Dokosylalkohol besafi die von Will- 
stitter angegebenen Eigenschaften, nur in kaltem Methyl- 
und Athyl-Alkohol war er nicht leicht, sondern recht schwer 
l6slich. Die Ausbeuten waren dieselben, wie bei dem urspriing- 
lichen Verfahren. 

Zur Verwandlung des Alkohols in das Jodid wurde Jod 
und Phosphor angewandt. H. Meyer, der, wie erwihnt, das 
Jodid auch schon erhalten hat, erhielt es durch Einwirkung 
von Jodwasserstoff. 

9,8 g¢ Dokosanol wurden mit 0,3 g Phosphor und 4,6 g 
resubl. Jod 5 Stunden auf 145—155° erhitzt. Das Reaktions- 
produkt, in Ather gelist, wurde der Reihe nach mit Wasser, 
Bisulfit, Alkali, Wasser behandelt und dann mit Natriumsulfat 
getrocknet. Der Atherriickstand ergab, nach dem Umkrystalli- 
sieren aus Gemischen gleicher Volumina Benzol und Methyl- 
alkohol, 11,3 g Jodid vom F. P. 48,5—50°. (H. Meyer und 
Mitarbeiter: 46°.) 

0,2331 ¢ Subst.: 0,1260 g AgJ; 0,1866 g Subst.: 0,1009 g AgJ; 
0,1106 g Subst.: 0,2442 g CO,, 0,1050 g H,0. 


Cy.H,,J. Ber.: 60,52 C, 10,39 H, 29,08 J. 
Gef.: 60,22 » 10,62 > 29,21 J, 29,22 J. 


10. Dokosyl-Malonsaure. (Formel 9.) 


Um diese Saure aus Jod-Dokosan und Malonester zu er- 
halten, muf man versuchen, trotz der Reaktionstraégheit der 
héhermolekularen, aliphatischen Kérper die Reaktion so zu 
leiten, dafi médglichst wenig Nebenprodukte entstehen und un- 
verindertes Ausgangsmaterial bestehen bleibt. Denn sonst ist, 
bei den dhnlichen Loslichkeitsverhaltnissen von Ko6rpern mit 
langer Kohlenstoffkette, die Gefahr zu grof, daf die Abtren- 
nung des gewiinschten Korpers zu grofen, zum mindesten 
die Ausbeute stark beeintriachtigenden Schwierigkeiten fiihrt. 
In der Tat ist es den anderen Autoren, die die Malonsaure- 
synthese auch hier nach dem wblichen Schema _vollzogen, 
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nimlich durch Verwendung molekularer Mengen, uur gelungen, 
nach anscheinend recht verlustreichen Trennungen, die Dokosyl- 
essigsdiure in schlechter Ausbeute zu erhalten, wahrend von 
den Zwischengliedern keins erhalten werden konnte. 

Nun hat aber schon Leuchs!) darauf aufmerksam ge- 
macht, daf die Malonsduresynthese oft besser verléuft, wenn 
man auf molekulare Mengen von Jodalky!] und Natriumithylat 
mehr als ein Molekiil Malonester einwirken lift, wodurch die Ent- 
stehung disubstituierter Malonsaéuren zurickgedriingt wird. Bel 
der Synthese der Dokosylmalonsaure, und sicher auch in vielen 
analogen Fiillen, lift sich nun noch ein Schritt weiter gehen, 
indem man das Verhaltnis von Jodalkyl : Natrium : Malonester 
wie 3: 5:10 wahlt und gleichzeitig die Menge des lésenden 
Alkohols tunlichst beschrénkt. Dadurch findet das reaktions- 
triige Jodalkyl fast die doppelte Menge, nachdem ein Teil 
reagiert hat, sogar ein vielfaches an Natriummalonester vor, 
sodafi die Aussichten fiir ein quantitatives Reagieren bedeutend 
vergroBert sind. Durch die Gegenwart von weiterem freien 
Malonester und die Beschraénkung des Alkohols soll die Disso- 
ziation des Natriummalonesters in Natriumiithylat und Malon- 
ester zuriickgedriingt, und so eine direkte Reaktion zwischen 
Natriumathylat und Jodalkyl vermieden werden. Bei den Ver- 
suchen von Leuchs war diese Variation, darauf méchte der 
Verfasser noch hinweisen, nicht anwendbar, der Natur der 
Alkylkomponente wegen (Epichlorhydrin), die gegen einen Uber- 
schuf an Natriummalonester nicht unempfindlich geblieben wire. 

Die Richtigkeit dieser Uberlegung bestiitigte gleich der 
erste Versuch. Es wurde 13,15 g Joddokosan (0,03 Mol.) mit 
16 g Malonester (0,10 Mol.) und der Auflésung von 1,2 g Na- 
trium (etwa 0,05 Mol.) in 30 ecm absolutem Alkohol 9!/2 Stunden 
erhitzt. Nach dem Aufnehmen mit Ather wird erst mit ver- 
diinnter Schwefelsiure, der etwas schweflige Siure zugesetzt 
ist, dann mit Wasser wiederholt durchgeschiittelt, mit Natrium- 
sulfat getrocknet und der Ather abgedampft. Der Riickstand 
ist einGemisch des gesuchtenEsters mit dem Uberschuf an Malon- 
ester. Letzteren entfernt man am einfachsten durch zweimaliges 





*) Ber. 44, S. 1507 (1911). 
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Umkrystallisieren aus Alkohol von 96°/o. Erhalten wurden so 
15,1 g, d. h. 84°/o, eines von Jod und, nach dem fehlenden 
Geruch, von Malonester freien Kérpers, der die Zusammen- 
setzung des Athylesters der Dokosylmalonsdure zeigte. Weifes 
Pulver vom Schmelzpunkt 48,5—49°. 
0,0821 g Subst.: 0,2235 g CO,, 0,0915 g H,0. 
C,9H,.0,. Ber.: 74,29 C, 12,05 H. 
Gef.: 74,24 » 1247 >» 

Um aus dem Ester die freie Saéure zu erhalten, wurden 
je 8,4 g mit der Auflésung von 5,6 g Kali in wenig Wasser 
und 20 cem Alkohol verseift, das in der Kiélte ausfallende Kali- 
salz zur Entfernung etwa vorhandener, neutraler Produkte mit 
Ather ausgezogen und dann durch Schwefelsaure zerlegt. Die 
freie Siiure wurde durch viel Ather isoliert und aus Eisessig 
umkrystallisiert. Erhalten wurden so 6,35 g eines lockeren, 
mikrokrystallinischen weifen Pulvers vom Schmelzpunkt 126°. 
Die einzige Angabe von Meyer und Mitarbeitern, die Dokosyl- 
malonsiiure schmelze noch nicht bei Wasserbadtemperatur, 


trifft also zu. 
0,0926 g Subst.: 0,2472 g CO, (H-Best. verungl.) ; 
0,0828 g Subst.: 0,2206 g CO,, 0,0891 g H,0. 
C,,H,,0,. Ber.: 72,75 C, 11,73 H. 
Gef.: 72,81 » aaa 
72,66 » 12,04 H. 


11. Normal-Tetrakosylsaéure. (Formel 10.) 


Zur Uberfiihrung der Malon- in die Essigsiure, in die 
Tetrakosylsiure, war Erhitzen der Dokosylmalonséure auf 175 
bis 185° fiir 30‘ erforderlich. Nach H. Meyer und Mitarbeitern 
ist hierbei, wie allerdings aus Versuchen mit unreiner Octo- 
decylmalonsiaure gefolgert wird, in erheblichem Mafe die Bildung 
nichtsaurer Produkte (Ketone?) zu erwarten. In geringerem 
Grade ist dies hier auch der Fall, wie die Saurezahl des nicht 
weiter gereinigten Schmelzflusses, bezw. das scheinbare Mole- 


kulargewicht beweist. 
3,5734 g Subst.: 27,55 ccm alkoholische Kalilauge, Titer 0,329. 
C,,H,,0,.  Ber.: Mol.-Gew. 368. 
Gef. : > 394. 
Danach sind etwa 7°/o neutraler Produkte vorhanden. Zu 


ihrer Entfernung wurde die Rohsaéure in das Kaliumsalz ver- 
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wandelt und dies mit Ather erschépfend extrahiert. Die daraus 
zuriickgewonnene Siiure wurde aus einem Gemisch von Aceton 
und reinem, alkoholfreiem Chloroform umkrystallisiert und so 
als weibes, undeutlich krystallinisches Pulver erhalten. Schmelz- 
punkt 85°. Nach Meyer Schmelzpunkt 85,5—86°. 
0,0921 ¢ Subst.: 0,2637 g CO,, 0,1100 g H,O. 
C,,H,,0,. Ber.: 78,18 C, 13,13 H. 
Gef.: 78,09 » 13,36 » 


12. Behensdurechlorid. 


Wie im allgemeinen Teil schon erwiihnt ist, wurden, 
nach der Synthese der Tetrakosylsdéure, die Versuche zum 
Aufbau der nachsthéheren Oxysiiure nicht sofort mit der er- 
haltenen Siure angestellt, sondern mit einer noch bequemer 
zuginglichen Siiure von nicht allzu verschiedenem Molekular- 
gewicht die giinstigsten Versuchsbedingungen herauszufinden 
gesucht. Verwandt wurde die Dokosylsiure, die Behensiure, 
die aus Kahlbaumscher Erukasiaure durch Platin und Wasser- 
stoff erhalten war. Schmelzpunkt 81°. 

Die zahlreichen negativen Versuche sollen hier nicht an- 
gefiihrt werden. Sie waren begriindet in der Reaktionstrigheit 
dieser hochmolekularen K6rper, die zu unerwiinschten Neben- 
reaktionen Anlafi gab, und der Schwierigkeit ihrer Trennung, 
infolge ihrer iihnlichen LOoslichkeitsverhiltnisse und teilweise 
der Unméglichkeit der Destillation, wenigstens beim Vakuum 
der Wasserstrahlpumpe. Es wurde deshalb nach einer Reaktion 
gesucht, von der man nach Analogien aus der niederen Fett- 
sdurereihe erwarten konnte, da sie ziemlich energisch verliefe. 
Kine solche wurde auch gefunden in dem Verfahren von Nef 
(1. c.), der Anlagerung von Isonitrilen an Siurechloride. Als 
Isonitril wurde Athylcarbylamin ausgewahlt, weil es anscheinend 
nicht tibermiabige Neigung zeigt zur Polymerisation, trotzdem 
aber recht reaktionsfahig erscheint. 

Fur diese Anlagerung muBte zuniachst das noch unbekannte 
Behensaurechlorid dargestellt werden, was auch ohne Schwierig- 
keiten gelang. Dazu wurde Behensiure mit der dreifachen 
Menge Thionylchlorid 1 Stunde unter Riickflu8 erhitzt, das 
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Thionylehlorid, zuletzt im Vakuum abdestilliert, und der Riick- 
stand im Vakuum iiber Kali zur Gewichtskonstanz gebracht. 
Man erhalt das Behensiurechlorid so als weibe, leicht zerreib- 
liche Masse vom Schmelzpunkt 40°, die auch durch Umkry- 
stallisieren aus Benzol oder Ligroin ihren Schmelzpunkt nicht 
mehr iindert und sich als analysenrein erwies. 
0,0940 g Subst.: 0,2543 g CO,, 0,1027 g H,O; 
0.2338 g Subst.: 0,0926 g AgCl. 
C,,H,,OCl Ber.: 73,58 C, 12,08 H, 9,88 Cl. 
Gef.: 73,78 » 12,22 >» 9,79 » 

Als dieser Korper schon dargestellt war, erschien die 
Arbeit von H. Meyer, in der (Il. c. S. 1128) gleichfalls ein 
Behensaurechlord beschrieben war, das in folgender Weise 
gewonnen wurde: 

«In der tblichen Weise mittels Thionylchlorid dargestellt. 
Das abgepreBte Rohprodukt wurde aus Petrolather umkry- 
stallisiert und dann destilliert. Es geht bei 738 mm fast un- 
zersetzt bei 315—319° iiber. Das sofort erstarrende, gelblich- 
weibe Destillat gab nach nochmaligem Umkrystallisieren farblose 
Krystalle vom Schmelzpunkt 73—75°. 

0.4285 g gaben 0,1631 g Chlorsilber. 
In 100 Teilen 9,4°%o Cl (ber. 9,9).» 

Es liegen also recht verschiedene Angaben vor, allein 
im Schmelzpunkt ein Unterschied von 35°. Daf der Korper 
vom Schmelzpunkt 40° Behensiurechlorid ist, liegt einem Zweifel 
nicht ob nach der vollstaéndigen Analyse und den fiir Saure- 
chloride charakteristischen Umsetzungen des Korpers mit 
Wasser, Alkoholen und Isonitrilen. Was in dem Korper von 
dem Schmelzpunkt 75° vorgelegen hat, konnte der Verfasser 
mit Bestimmtheit nicht entscheiden, da er zwar Korper mit 
iihnlichen Schmelzpunkten, nie aber mit einem so hohen Chlor- 
gehalt erhielt. Aller Wahrscheinlichkeit nach hat aber in dem 
fraglichen Korper nur ein Zersetzungsprodukt des Behensaure- 
chlorids vorgelegen, entstanden bei der hohen Temperatur, die 
zur Destillation bei Atmospharendruck erforderlich wurde. Ein 
Beweis fiir diese Anschauung liegt in folgendem: 

Schmilzt man den K6rper vom Schmelzpunkt 40° aus Wasser 
um, so verliert er erwartungsgemaf Salzsdure und bildet Behen- 
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siiure, und zwar quantitativ, wie die Titration des bis zur Chlor- 
freiheit umgeschmolzenen Produktes beweist. 

0,3645 g Substanz verbrauchen so 13,4 ccm alkoholische 
Kalilauge vom Titer 0,074, was einer Riickbildung von 98°/o 
Behensiiure entspricht. 

Erhitzt man aber das in gleicher Menge angewandte Siiure- 
chlorid vor einer gleichen Behandlung erst 5‘ auf 315—317°, 
so verliert es fast 10°/o an Gewicht und verbraucht nur noch 
4, eem derselben Kalilauge, oder, wenn man als Endpunkt nicht 
die erste einige Sekunden bestandige Rétung (Indikator Phenol- 
phthalein) annimmt, sondern den Moment, wo die ROtung auch beim 
Erhitzen auf dem Wasserbad bestehen bleibt, 5,8 eem. Danach 
kénnen im giinstigsten Fall noch 44°/o des Siiurechlorides nach 
dem Erhitzen auf die angegebene Siedetemperatur fiir 5‘ er- 
halten geblieben seien, wahrscheinlich aber noch weniger. Dab 
das Siiurechlorid durch die hohe Temperatur umgewandelt wird, 
laBt sich auch so zeigen, daf man die erhitzte Masse aus viel 
Petroliither umkrystallisiert. Das ausfallende Produkt ist fast 
chlorfrei (0,4°/o) und gibt Kohlenstoffwerte, die zwar etwas 
schwanken, aber immer so hoch sind, daf auf ein Sauerstoff- 
atom mehr als 22 Kohlenstoffe kommen. Also muf eine Konden- 
sation eingetreten sein. Auf das néhere Studium der gebildeten 
Verbindungen wurde verzichtet, um nicht in das Arbeitsgebiet 
anderer Autoren!) einzugreifen, die analoge Zersetzungen von 
Saurechloriden schon in den Kreis ihrer Untersuchungen ge- 
zogen haben. 


13. Athyvlamid der a-Keto-Trikosylsaure. 
CH,(CH,),,CO - CO . NHC,H,. 


Von dem wie oben erhaltenen Behensiurechlorid vom 
Schmelzpunkt 40° wurden je 4 g in einem kleinen Druckgefab 
mit 1 g Athylcarbylamin iibergossen, in ein auf 70° erwarmtes 
Wasserbad getaucht und, unter dauerndem Schiitteln auf 100° 
erhitzt und eine halbe Stunde bei dieser Temperatur gehalten. 
Die Masse fiirbt sich erst gelb, dann dunkelbraun. Auf die 
Isolierung des eigentlichen Anlagerungsproduktes wurde ver- 


') A. Bistrzycki und A. Landwing, Ber. 41, S. 691 (1908). 
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zichtet, und gleich das Chloratom gegen die Hydroxylgruppe 
vertauscht. Statt des von Nef angewandten Wassers, das 
hier zu einer kaum Zu filtrierenden, voluminésen Masse fiihrte, 
bewahrte sich wasserhaltiges Aceton. 

Dazu wurde das Reaktionsprodukt in 25 cem Aceton 
warm gelist und, unter Zusatz von 5 ccm Wasser, 5‘ im Sieden 
erhalten. Beim Erkalten fiallt eine gelbliche Masse, die ein 
Gemisch von mindestens drei Korpern darstellt: a) Behensaure, 
aus unverindertem Chlorid entstanden, b) das gesuchte Keto- 
siureamid, c) eine zweite Stickstoff enthaltende Substanz, in 
Losungsmitteln leichter léslich als b). Zunichst wird die 
Behensiure entfernt. Das Rohprodukt, gelést in heifem Alkohol, 
wird mit einer alkoholischen Lésung von 2 g krystallisiertem 
Bleiacetat versetzt. Dem Niederschlag, der nach dem Erkalten 
neben behensaurem Blei auch die Korper b) und c) enthalt, 
werden die beiden letzteren durch Ather entzogen. Aus dem 
Atherextrakt fiallt, zum Teil schon im Extraktionskolben, ein 
weiterer Teil beim Einengen, das Athylamid der Ketosiure, 
auf Grund seiner geringen Léslichkeit, besonders in kaltem 
Ather. Der zuerst, schon in der Wiarme fallende Teil ist 
schon verhaltnismaéBig rein, der Rest erfordert zunaéchst Um- 
krystallisieren aus Ligroin und darauf wenig Chloroform, bis 
der Schmelzpunkt der ersten Fraktion erreicht ist. Die jetzt 
vereinigten Krystalle werden aus nicht zuviel Chloroform um- 
gelist, wodurch man eine braunlich gefairbte Verunreinigung 
entfernt, bis zur Schmelzpunktskonstanz. Man erhalt den Korper 
so als weiBes, undeutlich krystallinisches Pulver vom Schmelz- 
punkt 91—92°, in der Kalte schwer léslich in fast allen organi- 
schen Lésungsmitteln auGer Chloroform, in der Warme tiberall 
wesentlich besser. Aus Alkohol, der aber als Reinigungsmittel 
nicht in Frage kommt, da er auch die Verunreinigungen wieder 
mitausfallen lié8t, kann man schlieBlich das Amid in Form 
kleiner Nadeln erhalten. 

0,3788 g Subst.: 10,2 ccm /10-H,SO, (Kjeldahl); 
0,0978 g Subst.: 0,2712 g CO,, 0,1098 g H,0. 
C,,H,,O,N. Ber.: 75,87 C, 12,49 H, 3,55 N. 
Gef.: 75,63 » 1256 > 3,77> 
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Die Ausbeuten sind, wie schon aus der Beschreibung 
der Abtrennung hervorgeht, schlecht. Aus 4 g Siiurechlorid 
wurden etwa 0,7 g Behensaure zuriickerhalten und 1,2 g Keto- 
siiureamid gewonnen, was nur ungefahr 30°/o Ausbeute ent- 
spricht. Es hat natiirlich nicht an Versuchen gefehlt, die 
Ausbeuten zu verbessern, aber weder Anderungen in den 
Mengenverhdltnissen, noch in der Temperatur, noch schlieb- 
lich die Verwendung von Lésungsmitteln bei der eigentlichen 
Anlagerung fiihrten zum Ziel. 

Es handelte sich nun darum, das Amid zur freien Keto- 
siure zu verseifen. Schon Nef gibt an, da’ die von ihm 
dargestellten Korper auferordentlich schwer verseifbar seien. 
Diese Beobachtung konnte an dem vom Verfasser dargestellten 
Amid nur bestitigt werden. Erst die Verwendung von ganz 
starkem alkoholischen Kali fiihrte zu einer Siure, die jedoch 
nach Analyse und Séurezahl nicht rein war. Es ist ja auch 
nicht anzunehmen, daf das Alkali auf etwa entstandene Keto- 
siure garnicht weiter einwirken sollte. 

Diese Resistenz gegen verseifende Agentien, die bei den 
nichtsubstituierten Amiden von a-Ketoséuren nicht in dem 
Umfange zu beobachten ist, lie} die Vermutung aufkommen, 
es handele sich hier nicht um die wahren Ketoséurenamide, 
sondern um Kondensations- oder Polymerisationsprodukte der- 
selben. Diese Vermutung lieB sich widerlegen durch den Nach- 
weis, daB der fragliche Kérper die Ketogruppe noch enthielt 
(zu beweisen in Anlehnung an die Versuche von Nef durch die 
Reaktion mit Phenylhydrazin) und (nach der durch ihn bewirkten 
Siedepunktserhéhung) das einfache Molekulargewicht hatte. 

Allerdings reagiert freies Phenylhydrazin hier nur trage, 
gut dagegen sein Acetat. Dazu wurde 1 g Athylamid mit 1 g 
Phenylhydrazin, 0,5 g Eisessig in 25 cem absolutem Alkohol 
5 Stunden erhitzt. Die beim Erkalten ausfallende Masse des 
schwach gelblichen Phenylhydrazons schmolz nach nochmaligem 
Umkrystallisieren aus Alkohol nicht ganz scharf bei 96—98° 


und zeigte den richtigen Stickstoffgehalt. 
0,1498 g Subst.: 11,6 ccm N (18°, 731 mm). 
C,,H,,ON,. Ber.: 8,66 N. 
Gef.: 8,56 » 
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Auch dies Phenylhydrazon ist nicht wesentlich leichter 
verseifbar als das freie Ketosiureamid. 

Das Molekulargewicht wurde durch Siedepunktserhohung 
in Alkohol bestimmt. 

0,6504 g Subst. in 14,25 ccm: 0,167° Erhéhung ; 
11401 ¢ » in 27,20 cem: 0,139° Erhéhung. 
C,,H,,U,N. Ber.: Mol.-Gew. 39%. 
Gef. : » 393, 433. 

Selbst die zweite, starker abweichende Bestimmung zeigt 
nur einen Fehler von etwa 9°/o, sodafs das doppelte Moleku- 
largewicht ausgeschlossen ist. Es liegt also in dem analysierten 
Kérper das wahre Athylamid der a-Keto-Trikosylsiure vor. 


14. Athylamid der a-Oxy-Trikosylsdure. 
CH,(CH,),)CHOH - CO . NHC,H,. 


Da das Amid der Ketosiiure so schwer verseifbar war, wurde 
das Amid der Oxysiure dargestellt, um dann dieses zu verseifen. 

Analysenreines Athylamid der Ketosiiure wurde in sie- 
dender iftherischer Lésung mit Aluminiumamalgam unter 
Wasserzusatz so lange behandelt, bis auf drei Teile Amid ein 
Teil Aluminium verbraucht war. Schon wihrend des Ver- 
suches fiel das in Ather und iiberhaupt in Lésungsmitteln 
sehr schwerlisliche Oxysiiureamid zum gréferen Teil aus. Zu 
seiner Isolierung wurde, zur Trocknung des Athers, erst noch 
eine gewisse Zeit ohne weiteren Wasserzusatz erhitzt und 
dann abgedampft. Dem Gemisch von unverindertem Amalgam, 
Aluminiumhydroxyd und Oxysiiureamid wird das letztere durch 
heifes Chloroform entzogen, woraus es beim Abkiihlen aus- 
fallt. Zur sicheren Befreiung von etwa noch vorhandenem 
Ketosiiureamid wird nochmals aus viel Chloroform umkrystal- 
lisiert. Erhalten wurde so eine weife Ausfallung vom Schmelz- 
punkt 1183—115°. 

Da die prozentische Zusammensetzung hauptsdchlich im 
Wasserstoffgehalt von der des Ketoséureamids abwich, wurde zur 


Kontrolle vor allem eine Kohlenwasserstoff bestimmung ausgefuhrt. 
0,1181 g Subst.: 0,3280 g CO,, 0,1873 g H,0. 


C,;H,,0,N. Ber.: 75,49 C, 12,93 H. 
Gef.: 75,74 » 13,01 » 
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Das Ketosiureamid erfordert nur 12,5°/o H. 

Ein weiterer Beweis fiir die angenommene Konstitution 
liegt auch darin, dafi der Korper mit Essigsiiureanhydrid rasch 
reagiert, wihrend Ketoséureamid nach halbstiindigem Erhitzen 
mit Essigsiiureanhydrid ohne Anderung des Schmelzpunktes 
zuriickgewonnen werden kann. 

Es handelte sich nun darum, die giinstigsten Bedingungen 
fiir die Verseifung zur freien Oxysiiure herauszufinden. Dazu 
wurden eine grofe Zahl von Parallelversuchen angesetzt, wobel, 
neben qualitativem Nachweis des Auftretens von abgespaltenem 
Athylamin, einen Anhalt fiir den Umfang der Verseifung die 
Siurezahl des Riickstandes ergab, wihrend die Reinheit det 
entstandenen Siure durch die Héhe des Schmelzpunktes kon- 
trolliert wurde. 

Es zeigte sich nun bald, dai auch dieser K6rper recht 
schwer verseifbar war. Starkes Alkali fiihrte zwar in etwas 
zum Ziel, jedoch machte die gebildete Saure keinen reinen 
Eindruck. Wiasserige Séuren wirkten iiberhaupt kaum ein. 
Da die Ursache aber mit in der volligen Unlislichkeit des Amids 
in wisserigen LOsungen gesucht wurde, wurden dann Mischungen 
von Eisessig mit konzentrierter Salzsiure verwandt. Da hierbei 
jedoch die Gefahr bestand, daf wenigstens teilweise die Hydroxyl- 
gruppe gegen Chlor ausgetauscht wurde, was bei der nach- 
triglichen, nicht zu umgehenden Alkalieinwirkung zur teilweisen 
Bildung der ungesiittigten Séure hatte fiihren kénnen, wurde 
zuniichst durch Kssigsdureanhydrid die Acetylverbindung dar- 
gestellt und diese dann der Behandlung mit Eisessig-Salzsaéure 
unterworfen. Zur Verseifung der noch vorhandenen Acetyl- 
verbindung diente dann schlieBlich schwaches Alkali. Dies 
Verfahren ergab die besten Resultate. 


15. Athylamid der a-Keto-Pentakosylsiure. (Formel 11.) 


Nachdem die Verhialtnisse soweit geklart waren, wurde 
zu den entsprechenden Synthesen mit der Tetrakosylsaure tiber- 
gegangen. Da die beiden Athylamide der Keto- und Oxy- 
Pentakosylsiure genau so dargestellt wurden, wie die be- 
schriebenen Derivate der Trikosylsiiure und ihre Eigenschaften 
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ganz analog waren, gentigt es, wenn hier nur ihre Schmelz- 
punkte und die Beleganalysen angefiihrt werden. 

Ausbeute an Ketosiureamid 1 g aus 3 g, unter Beriick- 
sichtigung des Zuriickgewonnenen, vom Schmelzpunkt 94—95,5°, 
0,0991 g Subst.:') 0,2781 g CO,, 0,1143 g H,0; 

4,763 mg» 13,35 mg » 5,32 mg » 
9,564 >» > 0,278 (korr.) com N (20°, 728 mm). 
C,,H,,0,N. Ber.: 76,52 C, 12,62 H, 3,31 N. 
Gef. : 76,53 > 12,90 > 3,24 > 
76,44 >» 12,50 >» 


16. Athylamid der a-Oxy-Pentakosylsadure. (Formel 12.) 


Ausbeute fast quantitativ. Schmelzpunkt 115—117°. 
4,758 mg Subst.: 13,28 mg CO,, 5,45 mg H,0; 
8,627 » > 0,256 com N (21°, 728 mm). 
C,;H,,0,N. Ber.: 76,16 C, 13,03 H, 3,29 N. 
Gef.: 76,12 >» 12,81 >» 3,30 > 


17. a-Oxy-Pentakosylsaure. (Formel 13.) 


Zur Darstellung der gesuchten Saéure wurde je ein Gramm 
Athylamid der Oxypentakosylsiure mit 10 ccm Essigsdure- 
anhydrid eine Stunde auf 100° erhitzt, dann erkalten gelassen, 
mit 8 ccm konzentrierter Salzséure unter Kiihlung versetzt, 
einige Zeit stehen gelassen, bis das Anhydrid in Essigsaure 
iibergegangen war, und schlieBlich in einem Druckgefaf finf 
Stunden auf 100° erhitzt. Nach dem Erkalten wird abfiltriert, 
und der in Alkohol geléste Filterriickstand mit einer alkoho- 
lischen Kalilauge, 0,5 g Kali enthaltend, eine Stunde erhitzt. 
Beim Abkiiblen fallt das Kalisalz der gesuchten Saéure neben 
unverindertem Athylamid und einem weiteren, leichter als 
das Athylamid léslichen Kérper. Die beiden letzten werden 
durch Atherextraktion entfernt und das gereinigte Kaliumsalz 


') Diese und die folgenden vier Mikroanalysen sind vom Verfasser 
Marz 1914 im Institut fiir medizinische Chemie zu Graz ausgefiihrt worden. 
Fs ist mir ein wirkliches Bediirfnis, Herrn Professor Pregl, sowie seinem 
Assistenten, Herrn Dr. Lieb, auch an dieser Stelle meinen verbindlichsten 
Dank zu sagen fiir die auferordentliche Liebenswiirdigkeit und Bereit- 
willigkeit, mit der sie mich in die Handhabung dieser eleganten Methoden 


einfiihrten. 
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durch Schwefelsiure zerlegt. Die mit Ather aufgenommene 
freie Saéure wird aus Aceton umkrystallisiert und schmilzt 
dann bei 102—104°. Mikrokrystallinisches, weifes Pulver. 
Obgleich ein Teil des Athylamids noch unverseift war, 
wurde doch das Erhitzen nicht weiter fortgesetzt, da sonst 
die Gefahr zu grof schien, daB die gebildete Oxysiure durch 
die starke Salzsiure weiter verandert wiirde, etwa unter 
Abspaltung von Kohlenoxyd. Lieber wurde der aus dem 
schwerer ldslichen Teil des Atherextraktes wiedergewonnene 
Teil des Ausgangsmaterials erneut derselben Behandlung wie 
oben unterworfen. Man erhialt so noch weitere Mengen Kalisalz. 
Sehr glatt verlauft das Verfahren nicht und die Aus- 
beuten sind dementsprechend schlecht, die Methode fiihrt 
jedoch zu der Saure vom bei weitem am héchsten Schmelz- 
punkt. An und fiir sich erscheint eigentlich die alkalische 
Verseifung aussichtsreicher, da man theoretisch annehmen 
sollte, da die Bildung von Nebenprodukten geringer wire, 
und auch praktisch die Abspaltung von Athylamin recht rasch 
einsetzt, allerdings nur bei Verwendung von ziemlich kon- 
zentriertem Alkali. Die Saéuren zeigen aber einen zu niedrigen 
Schmelzpunkt von 97° und geben bei der Analyse zu hohe 


Kohlenstoffwerte. 
4,966 mg Subst.: 13,86 mg CO,, 5,75 mg H,0. 
C,,H,,0,. Ber.: 75,31 C, 12,65 H. 
Gef.: 76,12 » 12,96 » 

Die durch saure Verseifung erhaltene Saiure vom Schmelz- 
punkt 102—104° hingegen zeigt die richtige Zusammensetzung. 
Sie ist vollig frei von Chlor und Stickstoff. Das letzte ist 
wichtig als Beweis, da8 kein Athylamid mehr beigemengt ist, 
dessen Kohlenstoffgehalt nur einen Unterschied von 0,8 °/o zeigt. 

4,496 mg Subst.'): 12,435 mg COQ,, 5,02 mg H,0. 


4,570 » » 1264 >» » 5,20 >» » 
4,460 >» > 12,32 >» >» 5,09 >» » 
C,,H,,0,. Ber.: 75,31 C, 12,65 H. 
Gef.: 75,41 » 12,49 >» 
75,43 » 12,73 » 
75,34 » 12,77 >» 





") Die 3 Analysen verdanke ich der Liebenswiirdigkeit von Herrn 
Dr. Lieb in Graz. 
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Anhang. 


Der zweite Teil der Arbeit des Verfassers wurde gebildet 
durch den Vergleich der wie oben erhaltenen synthetischen 
Produkte, des Normalpentakosans und der Oxypentakosylsdure, 
mit der Cerebronsiure und ihren Derivaten. Diese Versuche, 
die infolge der Kostbarkeit des Ausgangsmaterials nur langsam 
und vorsichtig weitergefiihrt wurden, mubten, wie schon er- 
wihnt, infolge der politischen Ereignisse abgebrochen werden. 
Ihre Resultate sollen daher nur kurz skizziert werden. 

Zunadchst muf jedoch erwiéhnt werden, was im folgenden 
unter Cerebronsiiure verstanden ist. Die Versuche wurden 
angestellt mit einem Material, das mir von Herrn Professor 
Thierfelder zur Verfiigung gestellt war, wofiir der Verfasser 
auch an dieser Stelle danken méchte. Gewonnen wurde die 
Siure aus Cerebron, das nach der urspriinglichen Vorschrift 
durch miihevolle, fraktionierte Krystallisation gewonnen war. 
Die Siiure hatte einen Schmelzpunkt von 99—100°, manchmal 
auch 101, zeigt in Pyridin eine spez. Drehung von + 1,75 bis 
1,9° und widerstand Versuchen, sie zu fraktionieren. Nur 
diese Saure wird als Cerebronsiure bezeichnet. 

Um den der Cerebronséure zugrunde liegenden Kohlen- 
wasserstoff zu erhalten, mute zundachst ein fiir a-Oxysauren 
geeignetes Reduktionsmittel gesucht werden. Levene hat ganz 
konzentrierte Jodwasserstoffsiure und Phosphor verwandt, in 
Anlehnung an das Verfahren von Krafft fiir Fettséuren, und 
erhielt das eine Mal einen Kohlenwasserstoff von dem recht 
unscharfen Schmelzpunkt 53—56°, das andere Mal, bei etwas 
abgeiinderten Versuchsbedingungen, einen solchen von 53—54°. 
Auch der Verfasser hat zunachst dies Reduktionsverfahren an- 
gewandt, kam jedoch wieder davon ab auf Grund der Uber- 
legung, daf Jodwasserstoff als starke Siaure, analog wie etwa 
Schwefelsiiure,!) auch so wirken kann, daB aus der Cerebron- 
siure, die als a-Oxyséure schon identifiziert war durch die 


') Literaturzusammenstellung bei A. Bistrzycki und B. v, Siemi- 
radzki, Ber. 39, S. 52 (1906). 
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Bildung des Chloralids,!) ein Kohlenstoffatom in Form von 
Kohlenoxyd abgespalten wird, wodurch dann bei weiterer Reduk- 
tion auch der Kohlenwasserstoff mit 24 Kohlenstoffen zu er- 
warten ist. Fiir diese Anschauung spricht die Beobachtung, 
daB Cerebronsiiure und auch andere a-Oxysiiuren, wie die 
Oxymyristinsiure, beim Erhitzen mit Jodwasserstoff 1,7 bei 
Atmospharendruck, ohne Gegenwart von Phosphor in nicht 
mehr saure Produkte tibergehen. Da unter diesen Bedingungen 
eine Reduktion der so schwierig reduzierbaren Carboxylgruppe 
ausgeschlossen erscheint, ]af®t sich der Ubergang in nichtsaure 
Produkte nur durch eine Abspaltung der Carboxylgruppe erkliren. 
Es wurde deshalb nach einem anderen Reduktionsverfahren 
gesucht. 

Es wurde das Verfahren von Bouveault und Blanc?) 
versucht, die Reduktion des Esters mit Natrium. Zwar geben 
diese Autoren an, daf Oxyséuren nicht reduzierbar seien, aber 
in allerdings sehr schlechter Ausbeute scheint man doch zum 
Ziel zu kommen. Die weitere Reduktion des Alkohols zum 
Paraffin 1a48t Schwierigkeiten nicht mehr erwarten. 

Die Versuche wurden vor Sammlung der n6tigen Sub- 
stanzmengen abgebrochen. 

Zum Vergleich der synthetischen Oxypentakosylséure mit 
der Cerebronsiure muBte auf die optische Aktivitaét der letzteren 
Riicksicht genommen werden. Zuerst erwihnt findet sich diese 
Aktivitét in der Literatur in der Arbeit von Levene und 
Jacobs. Diese Autoren erhielten durch Hydrolyse eines Cere- 
brons von nicht bekannter Darstellungsweise eine Rohsaure, die 
sie in zwei Fraktionen zerlegen konnten von der gleichen Zu- 
sammensetzung C,;H,,0,. aber verschiedenen Schmelzpunkten 
106—108°, bezw. 82—84°. Trotzdem wurden beide als Cere- 
bronsaure bezeichnet, in der Annahme, die niedriger schmelzende 
sei die Racemform der anderen. Die héherschmelzende zeigte 





’) Es sei hier die Chlorbestimmung des Chloralids angefihrt : 
0,0976 g Subst.: 0,0813 g AgCl. 
C,,H,,9,Cl,. Ber.: 20,2 Cl. 
Gef.: 20,6 » 
*) Bull. Soc. Chim., Bd. 31, H. 3, S. 666 (1904). 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XCV. 14 
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ndmlich in Pyridin eine spez. Drehung von 4,16°, wéhrend die 
andere inaktiv war. Danach wurde angenommen, die Cere- 
bronséure Thierfelders sei nicht ganz reine d-Form. Meine 
ersten Resultate schienen diese Schluffolgerung auch in 
einigem zu bestiatigen, insofern, als die gegen das _ hdochst- 
schmelzende Produkt von Levene etwas niedriger schmelzende 
Cerebronsiéure auch eine geringere spez. Drehung zeigte. Die 
Liicke in dieser Beweisfiihrung liegt darin, daB Levene nie 
versucht hat, seine beiden Saéuren ineinander tiberzufiihren. 

Als ich einen solchen Versuch machte, indem ich die 
Cerebronséiure racemisierte, um sie dann mit der Oxypenta- 
kosylsiéure, die synthetisch erhalten war, zu vergleichen, zeigte 
es sich, da eine schon vollig racemisierte Cerebronsiéiure 
keinen von der aktiven wesentlich abweichenden Schmelzpunkt 
besa’, nimlich 97—100°. 

Danach sind Levene und seine Mitarbeiter nicht be- 
rechtigt, Versuche, die mit ihrer Saure vom Schmelzpunkt 84° 
angestellt sind, zu tiberschreiben: On cerebronic acid. Ich 
schlage fiir diese Substanz, in Anlehnung an die Neurostearin- 
sdure von Thudichum, den Namen Neurosaure vor, wahrend 
der Name Cerebronsiaure nur fiir die wohldefinierte Substanz 
von Thierfelder bleibt. Ubrigens geht das Unrichtige der 
SchluBfolgerung von Levene ja auch daraus hervor, dai die 
angeblich als rac. Oxypentakosylséure von normaler Struktur 
zu betrachtende Neuroséure um 20° niedriger schmilzt als das 
synthetische Produkt. 

Ob die Cerebronsiure die d-Form des synthetischen 
Korpers ist, la8t sich noch nicht mit Bestimmtheit sagen. 
Wahrscheinlich ist es wohl, wenn man die verschiedenen 
Schmelzpunkte miteinander vergleicht. 

a) Cerebronsdure 100—101, 

b) r-Cerebronsiure 97—100, 

c) Oxypentakosylsdéure 102—104, 

d) Mischung von b) und c) 98—100. 

Solange die Schmelzpunkte noch soweit differieren, ist 
ein sicherer Schlu8 nicht médglich. Die Aufkléirung dieser 
Verhiltnisse muB8 spéteren Versuchen vorbehalten bleiben. 
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(Aus dem physiologischen Laboratorium der Universitat Utrecht.) 


(Der Redaktion zugegangen am 22. September 1915.) 


Erste Abteilung. 


1. Einleitung. 


Vor einiger Zeit haben Pekelharing und ich die elek- 
trische Uberfiihrung des Pekelharingschen Pepsins studiert.') 
Wir haben damals schon gefunden, daf das nach Pekelharing 
aus Schweinemagenschleimhaut dargestellte Enzym, wenn die 
Darstellung unter giinstigen Umstanden ausgefiihrt wird, keinen 
iso-elektrischen Punkt besitzt. Dieser Befund war mit den 
Resultaten der Untersuchungen von Leonor Michaelis und 
Davidsohn?) nicht in Ubereinstimmung; diese Forscher hatten 


fiir Pepsin einen iso-elektrischen Punkt bei C,, = 5,5 X 10° 
oder p,, = 4,26 gefunden.*) Pekelharing und ich fanden 
aber, dafi das nach den Angaben von Pekelharing darge- 
stellte Pepsin nach Zugabe von kleinen Mengen Eiweifi oder 
Albumosen einen iso-elektrischen Punkt zu zeigen anfangt 
und weiter da, wenn die Darstellung des Pepsins unter 
weniger giinstigen Umstinden stattfindet (z. B. bei zu hoher 





*) Diese Zeitschrift, Bd. 75, S. 282 (1911). 
*) Biochemische Zeitschrift, Bd. 28, S. 1 (1910). 
°) Py ist bekanntlich nach Sérensen der negative Logarithmus 


der Wasserstoffionenkonzentration. Log ,, 5,5 X 107° == — 4,26, also 


14* 
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Temperatur) dasselbe sich zeigt; weil nun L. Michaelis und 
Davidsohn mit dem Griiblerschen Pepsin, das sicher nicht 
rein ist, gearbeitet haben, so haben wir diesen Widerspruch 
in den Resultaten von Michaelis und Davidsohn einer- 
seits und von uns anderseits durch die Verunreinigungen des 
Griiblerschen Pepsins erkliren zu kénnen gemeint. 

Fiir das Studium der Bedingungen der Pepsinwirkung 
ist die Existenz oder Nichtexistenz eines iso-elektrischen Punktes 
gar nicht ohne Interesse. Bekanntlich wird von Michaelis 
und seinen Mitarbeitern angenommen, daf die Ladung eines 
Enzyms mit seiner Wirkung in engem Zusammenhang steht. 
Das wird von den genannten Forschern aus ihren interessanten 
Untersuchungen an verschiedenen Enzymen, Invertin, Trypsin 
usw., aber auch an Pepsin geschlossen. Was dieses letztere 
Enzym anbetrifft, sagen L. Michaelis und Mendelssohn, 
daf «das Pepsin ein Ferment ist, das den Dissoziationsgesetzen 
folgt und dessen freie Kationen der proteolytisch wirksame 
Bestandteil sind».1) Das Auftreten eines Optimums der H-Ionen- 
konzentration fiir die Pepsinwirkung erklirt sich nach Michaelis 
auf folgende Weise. Bei sehr schwach saurer Reaktion wird erstens 
Pepsin allmihlich zerstért, und zweitens haben sich da noch sehr 
wenig Pepsinkationen gebildet. Bei Zunahme des Sauregehalts 
nehmen letztere an Zahl zu und wird die Enzymzerstérung 
weniger intensiv. Bei noch weiterer Zunahme des Sauregehalts 
bilden sich aber immer mehr zweiwertige Pepsinkationen, die 
wieder unwirksam sind; dazu wird das Enzym vielleicht durch 
den zu hohen Sauregehalt auch wieder geschadigt. Deshalb 
sinkt die Pepsinwirkung, sobald p,, kleiner als etwa 1,5 wird, 


wieder ab. Bei sehr geringem Séuregrade steigt die Labwirkung; 
es kénnte nach Michaelis sein, dai das Pepsin jenseits des 
iso-elektrischen Punktes, also wenn es negativ geladen ist, 
diese eigentiimliche Wirkung entfaltete; da8B also die Lab- 
wirkung von Pepsinanionen abhangig sein wiirde. Damit ware 





') Biochemische Zeitschrift, Bd. 65, S. 1 (1914). Uber die Be- 
trachtungen von Michaelis und seinen Mitarbeitern, siehe auch z. B. die 
Ubersicht in «die Wasserstoffionenkonzentration» von Leonor Michaelis, 


1914. 
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dann die alte Streitfrage nach der Identitit oder Nichtidentitat 
von Pepsin und Labenzym auch gelost. 

Diese interessanten Betrachtungen von L. Michaelis und 
seinen Mitarbeitern tiber die Bedingungen der Pepsinwirkung 
bestehen nur zu Recht, wenn die elektrischen Verhiltnisse dieses 
Enzyms so sind, als diese Forscher zu zeigen gemeint haben. 
Sie fallen aber grOBtenteils, wenn die Nichtexistenz des iso- 
elektrischen Punktes gezeigt werden kann. 

Es war deshalb ohne Zweifel wichtig, den Widerspruch 
zwischen den Resultaten der genannten Forscher und denen 
von uns noch einmal genau zu studieren. Deshalb habe ich 
die Untersuchung wieder aufgenommen. Die Frage war also: 
besteht die Meinung von Pekelharing und mir, daf Pepsin 
keinen iso-elektrischen Punkt hat und daf, wenn es einen 
solchen Punkt vortéuscht, es verunreinigt ist, zu Recht? Und 
weiter, wenn diese Frage bejahend beantwortet werden muB, 
kann man dann noch auf andere Weise die eigentiimlichen 
Wirkungsbedingungen dieses Enzyms naher beleuchten? 

In erster Linie war es notig, tiber eine gentigende Menge 
reinen Pepsins verfiigen zu kénnen. Friiher hatten wir es aus 
Schweinemagenschleimhaut dargestellt, aber die Darstellung 
gelingt nicht immer. Man ist von verschiedenen Umstinden 
dabei zu sehr abhingig. AuSerdem ist das so dargestellte 
Enzym zwar sehr stark aktiv, aber nicht ganz rein. Nach 
Pekelharing kann man eigentlich nur aus Magensaft eines 
nach Pawlow operierten Hundes das Pepsin ganz rein be- 
kommen. Ich habe denn auch einen solchen Hund gebraucht. 


2. Die Darstellung der gebrauchten Pepsinpraparate. 


Ein grofer und starker Hund, etwa 26 kg schwer, wurde 
in der hiesigen chirurgischen Klinik von Prof. Lameris nach 
Pawlow operiert. Die beiden Operationen, Anlegen der Magen- 
fistel und der Oesophagusfistel, wurden einige Wochen nach- 
einander ausgefiihrt und gelangen vorziiglich. Das Tier hat 
dann wiahrend etwa anderthalb Jahr wéochentlich zweimal 
3—500 ccm Magensaft geliefert. Das Tier, da8 unter anderem 
auch von L. J. Geselschap!) fiir seine wichtigen Unter- 


) Diese Zeitschrift, Bd. 94, S. 205, 1915. 
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suchungen uber Pepsinbestimmung gebraucht wurde, lieferte 
in den letzten Monaten einen Saft, der in zunehmendem Mae 
mit briunlichem Schleim verunreinigt war. Es zeigte sich 
nachher, dafi infolge von Bindegewebswucherung eine Schleim- 
hautfalte neben der Kaniile in die Richtung der Offnung ge- 
drungen und erodiert war und bei der geringsten Beriihrung 
blutete. In der Zeit aber, wahrend deren der Saft von mir 
gebraucht wurde, war er ginzlich ungefarbt und nach Filtration 
wasserklar. Nur bei niederer Temperatur trat eine leichte 
Opalescenz hervor. Zumal in den spateren Monaten passierte 
es von Zeit zu Zeit einmal, daB ein wenig Galle mit dem 
Magensaft ausgeschieden wurde. Es braucht kaum gesagt zu 
werden, dab in solchen Fallen der Versuch sofort unterbrochen 
und nicht eher als am nichsten Tage wieder fortgesetzt wurde. 
Selbstverstiindlich auch wurde die Galle enthaltende Portion, 
auch wenn die Menge der Galle sehr wenig war, nicht zur 
Pepsindarstellung verwendet. Die Darstellung des Pepsins aus 
dem Magensaft geschah im tibrigen genau nach den Angaben 
Pekelharings. 

Also der Saft!) wurde gegen destilliertes Wasser dialysiert, 
und zwar wurde so viel Wasser gebraucht, daBb die Abscheidung 
des Pepsins am vollstindigsten war. Nach dem Zentrifugieren 
bekommt man dann eine vollig wasserklare Flissigkeit und 
einen Niederschlag, welcher mit ein wenig des Zentrifugats 
abfiltriert und mit etwas destilliertem Wasser ausgewaschen 
wurde. Nach energischem Auspressen zwischen FlieSpapier 
lie8 er sich leicht vom Filter abnehmen, er wurde dann in 
Vacuo iiber Schwefelséiure getrocknet und zuletzt im Achat- 
moérser sehr fein zerrieben. Dieses Pradparat (A) war weil 
mit einem Stich ins Graue. Um es weiter zu reinigen, kann 
man es in wenig Salzsiure von etwa 0,05 n bei 37° losen 
und noch einmal mittels Dialyse fallen; das dann erhaltene 
Priiparat (B) war rein weif. Das Praéparat B wurde von mir 
nur ausnahmsweise gebraucht, ich verwendete in den nach- 





') Der Salzsiuregehalt des Magensaftes war auffallend konstant, 
er schwankte nur wenig um 0,15 normal. Die C;; war um 0,1 und py 
also = 
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folgenden Versuchen meistens die reineren Priiparate C oder D. 
Der dialysierte Magensaft enthalt immer noch merkliche Mengen 
Pepsin. Er wurde mit dem gleichen Volumen gesiittigter Ammon- 
sulfatlo6sung vermischt, wobei ein Niederschlag entsteht, der sich in 
24 Stunden abgesetzt hat. Er wurde von der gréBten Menge der 
Fliissigkeit durch Dekantation getrennt; die Niederschliige von ver- 
schiedenen Versuchstagen wurden gesammelt und von Zeit zu Zeit 
weiter verarbeitet. Dazu wurde der Gesamtniederschlag durch 
ein gehiirtetes Filter filtriert, gegen Salzsiure von 0,05 n 
dialysiert, dann in so wenig Séure von dieser Starke wie mig- 
lich bei 37° geldst und wieder durch geeignete Dialyse gefiallt. 
Auf diese Weise bekommt man ein sehr reines Praparat (C), 
welches schneeweil war. Diese tiber Schwefelsdure getrockneten 
Pepsinpraparate haben immerhin noch einen Wassergehalt von 
etwa 10°/o. Wenigstens der Gewichtsverlust bei 115° betragt 
so viel und dieser Verlust wird wohl hauptsiichlich noch an- 
haftendem oder gebundenem Wasser zu verdanken sein. Prii- 
parat A gab 0,4°/o Asche. Ein Priparat aus Schweinemagen- 
schleimhaut dargestellt enthielt 11,5°/o «Wasser» und gab 
1,29°/o Asche. Auch schon hieraus sieht man ohne weiteres, 
dafi dieses Pepsin viel weniger rein ist. Alle diese Pepsin- 
praparate enthalten Chlor, wie a priori zu erwarten ist, weil 
sie wahrend der Verarbeitung immer mit Salzséure in Be- 
riihrung sind und die Auswaschung keine vollstiindige sein kann, 
schon deswegen, weil Pepsin in Wasser nicht unbetrachtlich 
10slich ist. Zwar wurden die Préparate nach einmaligem Aus- 
waschen sorgfiltig zwischen FlieBpapier ausgepreft, aber selbst- 
verstandlich kann die Entfernung der anhaftenden Fliissigkeit 
nur eine verhdltnismafig sehr unvollkommene sein. Pekel- 
haring hat die Frage aufgeworfen, ob Pepsin an sich Phosphor 
und auch Chlor enthalt. Was den Phosphor anbetrifft, konnte 
er zeigen, dafi dieser nur von Beimischungen (Nucleoproteiden) 
herriihrt und dali das reinste Enzym phosphorfrei ist. Aber 
auch fiir das Chlor hatte er es wenigstens wahrscheinlich ge- 
macht, daf es von gebundener Salzsiure herriihrt. Um das 
Chlor so viel wie méglich zu entfernen, schlug er den einzig 
moglichen Weg ein und suchte es durch Dialyse zu entfernen. 
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Dazu wurde das Pepsin statt in Salzsaure in Oxalsdure gelést. 
Er hatte aber die Reinigung nicht so weit fortgesetzt, daB er 
ein chlorfreies Praparat bekommen hatte. Die Frage nach 
dem Chlorgehalt stand also noch etwas unsicher. Weil es in 
einigen meiner Versuche darauf ankam, ein médglichst chlor- 
freies Pepsin zu haben, so habe ich diese Frage wieder auf- 
genommen und dabei wesentlich nach dem Verfahren Pekel- 
harings die Reinigung fortgesetzt. Im Magensaft und wihrend 
der Abscheidung, wobei das Pepsin mit Salzsaéure in Beriihrung 
ist, bindet es unzweifelhaft je nach Umstéinden mehr oder 
weniger von dieser Séure. Auswaschen mit Wasser, um das 
anhaftende und das gebundene Chlor zu entfernen, kann nicht 
zum Ziele fiihren, weil zum SchluB auch das Pepsin dabei in 
Lisung geht. Wie gesagt, ist hier nur die Dialyse zu ver- 
wenden. Ich ging vom Ammoniumsulfatniederschlag aus, dieser 
wurde dialysiert, aber jetzt nicht gegen Salzsaiurelésung, sondern 
gegen reine OxalsdurelOsung (etwa 1°/o). Die AuBenfliissigkeit 
wurde so lange erneuert, bis kein SO, und Cl mehr nach- 
gewiesen werden konnte. Dann wurde das Pepsin, so weit es 
noch ungelést war, bei 37° in Oxalséure gelést und wieder 
dialysiert, und zwar gebrauchte ich als Aufenfliissigkeit nicht 
Wasser, sondern eine schwache Oxalsiiurelésung, welche gegen 
Ende der Dialyse eine solche Konzentration haben muBte, wie 
es fiir eine mdglichst vollstaéndige Prizipitation des Pepsins 
erwinscht war. Diese Dialyse wurde im ganzen 5 Tage fort- 
gesetzt, wobei die Aufenfliissigkeit zweimal pro Tag erneuert 
wurde. Zum Schluf wurde das Pepsin in der gewohnlichen 
Weise abzentrifugiert, ausgewaschen, ausgepreBt und getrocknet 
(Priparat D). Man sieht leicht ein, dafi bei diesem Verfahren 
nicht nur die anhaftende Salzsaéure, sondern auch die gebundene 
praktisch vollig entfernt werden muf.1) Denn letztere wird, 
wenn der Salzsiuregehalt der Umgebung immer geringer wird, 
immer mehr durch Hydrolyse vom Pepsin losgerissen und dialy- 





') Die ganze auf einmal verarbeitete Pepsinmenge betrug bei diesem 
Verfahren von 0,5 bis héchstens etwa 1 g. Das Volumen der Fliissigkeit, 
gegen welche dialysiert wurde, war etwa 2,5 Liter. Also in den 5 Tagen 
wurden gegen etwa 25 Liter dialysiert. 
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siert in die Aufenfliissigkeit. Die Oxalséure tritt dabei an die 
Stelle der Salzsiiure. Von den verschiedenen Pepsinpraparaten 
bestimmte ich dann den Chlorgehalt und zwar in folgender 
Weise. Etwa 0,5 g Pepsin wurde sorgfaltig mit 10g einer 
Mischung aus 3 Teilen Na,CO, und 1 Teil KNO, gemischt, und 
zwar wurde zuerst die ganze Menge gelost, das Wasser zuerst 
auf dem Wasserbade, dann im Trockenschrank bei allmahlich 
steigender Temperatur ausgetrieben und zuletzt tuber einer 
ganz kleinen Flamme erhitzt. Die erhaltene weife Asche 
wurde mit Wasser und tropfenweise Salpetersiure gelist, wobei 
die grofe Platinschale sorgfaltig mit einem Uhrglas bedeckt 
war. Nachdem durch Erhitzen die Kohlenséure ausgetrieben 
und neutralisiert worden war, wurde der Chlorgehalt mittels 
Titration (Mohr) bestimmt. Durch einen Blindversuch lernte 
man den Chlorgehalt der gebrauchten (selbstverstandlich so 
viel wie mOglich chlorfreien) Reagenzien kennen. Auf diese Weise 
fand ich fiir die verschiedenen Praparate folgende Chlorgehalte: 


Schweinemagenschleimhautpepsin- 


a 0,085°/o Chlor 
0 ee oe 0,15 fo » 
> en ee 0,092°/o >» 
> Dee ie «4 &' seo Kein Chlor konnte aufgefunden werden. 
> elas ae oe eS «Wasser»-Gehalt 8,23 °/o; Asche 0,27°/o.'} 


Ich glaube also, mit Sicherheit schlieBen zu miissen, daf 
Pepsin nicht nur phosphor-, sondern auch chlorfrei ist. Der 
Chlorgehalt der gewohnlichen Préparate riihrt nur von an- 
haftender, oder besser von gebundener Salzsiiure her. Mit 
diesen Pepsinpraparaten habe ich dann unsere friiheren Unter- 
suchungen wieder aufgenommen. Hier sollen zuerst die Uber- 
fiihrungsversuche beschrieben werden. 





') Es sei hier noch bemerkt, daB die Priparate alle ziemlich 
gleich aktiv waren und auch das Schweinepepsin an Aktivitéit nicht 
ibertrafen; zwar sind die Methoden zur Aktivitétsbestimmung nicht be- 
sonders genau, aber es scheint, da8 die Verunreinigungen des Schweine- 
pepsins und auch von Praparat A die Aktivitét nicht merklich beein- 
flussen. Jedenfails méchte ich ausdriicklich bemerken, daB das chlorfreie 
Priparat D sicherlich in Aktivitét den andern Priiparaten nicht hintan- 
steht. Alle Priparate lassen sich im Exsikkator und im Dunkeln jahre- 
lang ohne merklichen Verlust an Aktivitat aufbewahren. 
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3. Versuche zur Bestimmung der elektrischen Uber- 
fihrung des reinen Pepsins bei verschiedenen 
Aciditaten. 


Diese Versuche wurden, um Strémungen durch Tem- 
peraturiinderungen auszuschliefen, alle bei 25° im Thermo- 
staten ausgefiihrt. Ich gebrauchte Apparate nach Michaelis, 
die aber ein wenig abgeindert waren. Zuerst waren statt der 
Kautschukstépsel Glasschliffe angebracht. Dann habe ich die 
Rohrchen mit den unpolarisierbaren Elektroden langer, tiefer und 
weiter machen lassen; dadurch konnte ich die Elektroden, ohne 
Stérungen befiirchten zu miissen, langere Zeit dem Strom aus- 
setzen. Besonders der Silberelektrode habe ich eine gréfere 
Kapazitaét gegeben, sie bestand aus einem dicken Silberdraht, der 
unten abgeplattet war, der ausgewalzte Teil hatte eine Ober- 
fliche von etwa 4 qem. Dieser Teil stand je nach Bedarf in mit 
Salzsiure angesiuerter starker NaCl-Losung oder auch in 
reiner SalzsiurelOsung von z. B. 10°%o. Die Elektrodenfliissig- 
keit wurde, nachdem der Apparat gefiillt war, mit einer sehr 
feinen Pipette auf den Boden des Rohrchens vorsichtig abge- 
lassen. Der nicht abgeplattete Teil der Silberelektrode war 
mit Kautschuk tiberzogen. Die Kupferelektrode war ein dicker 
Kupferdraht, zum gr6Bten Teil mit Gummi tberzogen, nur der 
untere Teil, etwa 1 cm lang, der in Kupferchlorid, bisweilen 
auch in gesiittigte Kupfersulfatldsung tauchte, war frei. Die 
Pepsinldsung wurde auf 37° erhitzt, dann sofort bei stark 
erniedrigtem Drucke einige Augenblicke gekocht. Die Tem- 
peratur des sich rasch abkiihlenden Pepsins mag dabei 25 bis 
20° gewesen sein. Die Seitenfliissigkeiten, die also die Seiten- 
rodhren des Apparates und die gr0dften Teile der Elektroden- 
rohrchen anfiillten, wurden auch unmittelbar vor dem Versuch 
ausgekocht. Der Apparat wurde dann in den Thermostaten 
gestellt, zuerst die Pepsinlésung eingefiillt, und nachdem diese 
die Temperatur (25°) angenommen hatte, wurden die Hahne 
geschlossen, die Seitengefafe sorgfaltig gereinigt und getrocknet 
und dann der Apparat weiter gefiillt, wobei dafiir Sorge ge- 
tragen wurde, dafi nirgendwo Gasblasen hinterblieben. Selbst- 
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verstindlich wurden die grofen Hihne nicht eher gedffnet, 
als nachdem durch geeignetes Offnen der kleinen Hiihne alle 
Niveauunterschiede sich vOllig ausgeglichen hatten. Erschiitte- 
rungen wahrend der Versuche waren ausgeschlossen. Bei dieser 
Anordnung wurden niemals auch nur die geringsten Gasblasen 
am Ende des Versuches im Apparat beobachtet, wodurch 
Fliissigkeitsverschiebungen hervorgerufen werden kénnten. So- 
wohl beim Fiillen des Apparates als besonders beim Abbrechen 
des Versuches wurde dafiir Sorge getragen, dafi keine Spur 
der Elektrodenfliissigkeiten in die Seitenrdhren kommen konnte. 
Die Bestimmung des Enzymgehaltes geschah nach Mett. Die 
Seitenfliissigkeiten hatten immer denselben Siuregehalt wie 
die Pepsinldsung. In dieser letzteren war sicher cin Teil der 
Siure vom Pepsin gebunden, aber weil die Menge des Pepsins 
sehr gering war, konnte der p,, in der Pepsinlésung und in 
den Seitenfliissigkeiten nicht sehr verschieden sein. Die Span- 
nung war wechselnd je nach dem Widerstand; bei gréSeren 
Sauregehalten durfte die Spannung nicht zu hoch sein, weil 
sonst Gasblasen entwickelt wurden; sie wechselte zwischen 
110 und 20 Volt. Die Versuchsdauer war meistens 5 Stunden. 
Bei unseren friiheren Versuchen, wobei in die Seitengefibe 
nur Wasser gebracht wurde, war das spezifische Gewicht der 
Pepsinldsung immer merklich grofer als das des angrenzenden 
Wassers. Dadurch wurde Strémungen, die doch nie, auch 
bei konstanter Temperatur ginzlich zu vermeiden sind, ent- 
gegengewirkt. Jetzt, wo ich den Seitenfliissigkeiten denselben 
Sduregehalt wie der Pepsinlésung gab, war der einzige Grund 
fiir eine Differenz im spezifischen Gewicht im winzigen Pepsin- 
gehalt gelegen. Deshalb kann man a priori erwarten, dab, 
besonders wenn durch den Strom eine sei es auch noch so 
geringe Anderung der Konzentrationen hervorgerufen wird, 
leicht Stérungen auftreten miissen. Die Erfahrung bestatigte 
diese Erwartung insoweit, als von Zeit zu Zeit (immerhin sehr 
geringe) St6rungen auftraten;!) ich habe denn auch in der 





’) DaB dies leicht geschehen kann, wird einem besonders deutlich, 
wenn man bedenkt, wie leicht wahrend des Stromdurchganges sich das 
spezifische Gewicht von einer (oder beiden) der Seitenfliissigkeiten etwas 
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letzten Versuchsreihe das spezifische Gewicht der Pepsinlésung 
vergroBert und zwar durch einen mdglichst indifferenten Stoff, 
der mit Pepsin keine Bindung eingehen, keine Saure binden 
und auch die Reaktion der Lésung weder sofort noch all- 
mihlich beeinflussen diirfte. Zu diesem Zweck habe ich Rohr- 
zucker gewahlt, der diesen Bedingungen gentigend entspricht, 
ich habe also in den spiateren Versuchen zu der Pepsinlésung 
etwa ein Prozent Rohrzucker gegeben. Ich bemerke aber 
ausdriicklich, daB die Versuche ohne Zucker dieselben Re- 
sultate gegeben haben, nur da von Zeit zu Zeit eine kleine 
Stérung sich bemerkbar machte und da in den Versuchen 
mit Zucker auch nicht einmal mehr eine Abweichung vom 
gewohnlichen Verhalten beobachtet wurde. Ich habe, zur 
weiteren Sicherheit, einige Versuche angestellt, wobei der 
Apparat wie immer aufgestellt wurde, die unpolarisierbaren 
Elektroden aber verwechselt wurden, also in das Roéhrchen, 
in das sonst die Silberelektrode tauchte, wurde jetzt die 
Kupferelektrode gebracht und umgekehrt. Der Strom ging 
dann also in umgekehrter Richtung als gewohnlich durch den 
Apparat. Wenn die beobachtete Bewegung des Pepsins nicht 
vom elektrischen Felde, sondern von Eigentiimlichkeiten des 
Apparats beherrscht wiirde, indem z. B. der eine grofBe Hahn 
ein wenig hdher angebracht ware als der andere, miibte das 
jetzt an den Tag treten. Das Resultat war aber immer das- 
selbe. Die niichste Tabelle I gibt eine Ubersicht der unge- 
stérten Versuche ohne Zuckerzusatz. Zur Bestimmung der 
digerierenden Wirkung der Seitenfliissigkeiten wurde zu den 
schwach sauren Lésungen Salzsiure zugesetzt, bis der Gehalt 
etwa 0,05 normal war, die starker sauren LOsungen wurden 
ohne weiteres untersucht. Zu jeder Fliissigkeit wurden zwei 
Mettsche Rohrchen gegeben. In den Tabellen sind die Mittel- 
werte, berechnet auf ein Roéhrchen, gegeben. 





vergréBern kann, wodurch dann Flissigkeitsstrémungen nicht ausbleiben 
kénnen und der wahre Effekt der richtenden Kraft des elektrischen Feldes 
ganz oder zum Teil verdeckt wird. Wie zu erwarten, zeigten sich diese 
Stérungen besonders in den héher konzentrierten Lésungen, wo also der 
Strom meistens etwas starker ist, und Anderungen des spezifischen Ge- 
wichts am meisten zu befirchten sind. 
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Tabelle I. 


Uberfihrungsversuche mit Pepsin A. | 


———————————————————————— ee 





Pep- | Nor- | Nor- | Span- Digerierende | 
Vor | site | mall malic] MME | Wirkang 
suchs-| auf Pep- | tat | out lin 48 Stunden| Bemerkungen 


~ ° \Seiten- | 

Nr. [50ccm) sin- ~¢!ten-| dauer | | 
lésung lésung Kathode} Anode | 

mg | Volt | Std.;} mm mm | 





20 |0,0093 0,0095| 220!5 | 0 7,5 | 
20 | 0.0186! 0,0151| 20015 | 0 8 | 


4, 
10 | 0,0272/0,0270/ 10015 | 0,2 | 2,0 | 
02742) U,0a4 (Px Pepsinlosg. 1,80, C, — 0,016 











Can Do eR Ww DO = 
DO 
i) 


30 | 0,0237|0,0241) 100 5 | OL | 24) sialsy 171, C1001 
0,0291) 0,0301| 100 5 | 04 | 48 | 

30 | 0,0417] 0,0417 100 5 | 025] 48 | 

40 | 0,0582| 0,0601) 80.5 | 0,4 | 7,0 | 

30 | 0,0576! 0,0576 5 | O1 | 4,0 | 


20 | 0,0598} 0,0592 
20 | 0,1215) 0,1180) 








hy OF2 | PE | pg Repsinlig. 10, 0, = 0,079 
5 | 0,9 | 8A |\ 5 Seiteling 1,08, 0, ~0,0888 


! 





— 

© 

or Co © 

SSzS 
or 














Aus der Tabelle geht hervor, dafB das Pepsin sich in 
allen Versuchen nach der Anode bewegt hat, die Enzymmenge 
an der Kathodenseite ist tiberall sehr gering. Weiter sehen 
wir, daf die Siurebindung von der kleinen Menge Pepsin 
p, nur sehr wenig verschiebt. 

Indessen, wie gesagt, in einigen Versuchen traten Sto- 
rungen auf; jedoch auch hierbei blieb die Enzymmenge an 
der Anodenseite die gréBte. Diese Versuche ergaben: 

I. 0,027 n-HC] Anode 51mm _ Kathode 3,5 mm. 


Il. 0.219n-HCl » 42 » > 381 » 
Ill. 0,219 n-HCl » 59 » > 85 > 


Folgende Tabelle II gibt die Resultate der Versuche mit 
Pepsinldsungen, zu welchen 1° /o Rohrzucker zugegeben 
war. Die Enzymmenge war in allen Versuchen 20 mg 
Pepsin C auf 50 ccm. Man sieht aus der Tabelle, daB das 
Pepsin sich in allen Versuchen rein anodisch bewegt hat, also 
negativ geladen war. Denn nur in den Versuchen 7 und 9 
zeigt sich eine einigermagen merkliche Verdauung an der 
Kathodenseite, aber diese ist doch immerhin nur ein kleiner 
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Teil derjenigen an der Anodenseite. Wir k6énnen also jetzt 7 
mit Sicherheit sagen, daB das Pekelharingsche reine Pepsin 
keinen iso-elektrischen Punkt besitzt, es ist unter allen Um- 

stinden negativ geladen. | 


Tabelle I. 


Uberfiihrungsversuche mit Lésungen von Pepsin C, zu welchen 
Rohrzucker gegeben war. 


eeeEeEeEeEeEeE>E>————E—E—E==—=—=E=E————EE=E=E=E———— 








| = | re 
'Norma-| Norma-| 5pan- | Elektroden Digerierende 
Ver- | |. ; | nung | . - i 
; | litat | iitat | und | wie gewohn-| Wirkung B k 
suchs- emerkungen 
| Pepsin- | Seiten- | Zeit- | lich oder um- | in 48 Stunden . 
Nr. | | dauer | | 
| lésung | lésung | | gekehrt |Kathode| Anode 

| Volt | Std. | mm | mm 





| 5,8 Uber die Darstellung 


1 Phosphor-| Phosphor- 100' 5 — gewohn- 0 
. “ der Phosphorsaure- 


saur¢ | saure- : 1 
NaQOH- | NaOH- | lich ) mischung siehe meine 
Mischung, Mischung Abhandlung, _ Diese 
Py = 4,1 | Py = 4,1 a 17, S$. 850 
2 | 0,00155 | 0,00136 | 120, 5 > 0 4,4 


| | 
0,00369 | 0,00330 | 100 5 umgekehrt | 0,5 | 4,5 . 























3 

4 | 0,00621 | 0,00582| 100! 5 | wie gewohnl.| 0,14 | 3,14 

5 | 0,00582 | 0,00582| 80] 5 > 0 138 

6 | 0,00640 | 0,00582| 80) 5 | umgekehrt | 0,48 | 3,5 

7 |0,00993 001028] 90] 5 ' 10 | 43 

8 0,01009 | 0,01009 80| 5 | wie gewGhnl.| 0,2 | 3,4 | 
9 |0,01688 | 0,01649| 100} 5 > 14 | 48 | 
10 | 0,01552) 0,01649| 80) 5 , 0 3.04 
11 | 0,03143 | 0,02871] 95) 5 , 0 | 280 4 
12 0,02871 / 0,02910 90; 5 | umgekehrt | 0 3,1 

13 | 0,05820 0,05820| 80} 5 | wie gewohnl.| 0 | 2,4 

14 | 0,05955 | 0,05917| 80) 5 | umgekehrt | 0 2,3 

5 0.1180 0.1183 | 50) 5 | wie gewohnl.| 0 | 1,84 

16 |0,2348 |0,2357 | 20! 5| umgekehrt | 0 1,00 





Ich habe dann, so wie friher, einige Versuche angestellt 
mit Pepsin, zu welchem Aminosauren oder Albumosen gegeben 
wurden. Als Albumosen wurde zum Teil eine Lésung von 


*) Bie Silberelektrode tauchte in gesittigte NaCl-Lésung, mit einigen 
Tropfen Salzséure angesduert. 
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Pepton-Griibler, zum Teil ein durch Digerieren von Fibrin mit 
Pepsin, Behandlung mit Alkohol, Dialyse und abermalige Be- 
handlung mit Alkohol erhaltenes Priaparat (a) gebraucht. Fol- 
gende Tabelle III gibt die erhaltenen Resultate. Aus dieser 
Tabelle sehen wir, daB im Gegensatz zu den in der vorigen 
Abhandlung erhaltenen Resultaten jetzt kleine Mengen Albumosen 
auf das Pepsin (C) keinen deutlichen Einflu{i ausiiben. Mit 
groBeren Mengen (300 mg) dagegen kehrt sich auch jetzt 
die Bewegung um. Aminoséduren haben keinen Einflu$. Also, 
das Pepsin, womit ich jetzt die Versuche angestellt habe, 
und das sicherlich viel reiner war als das in den friiheren Ver- 
suchen verwendete, bedarf zur Umkehrung seines elektrischen 
Verhaltens einer relativ viel gréferen Menge von Albumosen. 
Das Pepsin verbindet sich nicht mit Aminosiéuren; wahrschein- 
lich nur mit den Stoffen, worauf es seine enzymatische Wir- 
kung austiben kann. Die letzteren Stoffe sind in den Lésungen 
von den hier in Betracht kommenden Aciditiiten immer positiv 
geladen und eine Bindung mit dem negativen Pepsin braucht 
uns also nicht zu wundern. Warum dieses sich aber mit den 
gleichfalls positiv geladenen Aminosiuren nicht verbindet (oder 
von diesen nicht adsorbiert wird), das vermag ich noch nicht 
zu erklaren (siehe umstehende Tabelle). 

Selbstverstindlich ist der p,, in den mit Albumosen oder 
Aminoséuren versetzten Pepsinlésungen merklich vergréfert; 
wenn dennoch eine kathodische Bewegung stattfindet, so be- 
weist dies um so mehr die Umladung. 

Meine jetzigen Versuche haben also die friiheren Resul- 
tate von Pekelharing und mir vollig bestatigt. Es fragt sich 
nun aber, ob das Verhalten des Pepsins im elektrischen Felde 
mit seinen ubrigen Eigenschaften in Einklang steht. Und wenn 
wir uns diese Frage vorlegen, ist die Antwort vorlaufig noch 
eine sehr schwierige. Aus der Darstellungsweise von den reinen 
Pepsinpraparaten geht schon hervor, daf es eine Aciditat gibt, 
bei der die Léslichkeit am geringsten ist (Flockungsoptimum). 
Bei eiweifartigen Kérpern (mit amphoterem Charakter) faillt 
der iso-elektrische Punkt mit dem Flockungsoptimum zusammen, 
wie es von Michaelis mit seinen Mitarbeitern in ihren wich- 
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Tabelle III. 
































Versuche mit Pepsin C unter Zugabe von Aminosduren 
oder Albumosen. 
Immer 1°/o Rohrzucker und 20 mg Pepsin auf 50 ccm. 
~ » | | pee ae 
—e | Norma- | Norma- | Span- | Digerierende 
Ver- ankle | litét | Wité&t | PUMPS | Wirkung 
suchs- | *°PS!osung | der | der | a : Bemerkungen 
b | 5 Bie | Zeit- |in48 Stunden 
Nr. gegeben | Pepsin- | Seiten- | qauer 
| denna |1z3 | Kathode! Anode 
mg | eung HOsungen) yi | sta. mm | mm 
| 0.032. 3108 | § 39 | Das Eiweif mit de 
1 | 20a 0,0824 0.03103 60/ 5] 0 | 3,2 | Das Biweis mit de 
l nicht digeriert, son- 
| dern an den Enden 
| etwas durchsichtig. 
2 | 20a 0,01649 0,01552| 80! 5 | 0,2 | 1,64 | Die Pepsin-Albumo- 
senlésung blieb zu- 
erst bei Zimmertem- 
temperatur 3 Tage 
stehen, 
3 20 Gribler | 0,03007 | 0,03007 | 60; 5 | O 2,1 
4 |100 a 0,03143 | 0,03007| 50| 5 | 1,0 | 1,60 
5 |100 Griibler 0,03202 | 0,03007 50; 5 | 0,2 | 1,7 
6 | 300 a 0,03103 | 0,03026 | 50; 5 | 2,80 | 1,40 
7 |400 Griibler | 0,03492 | 0,03103] 50! 5 | 2,86 | 1,46 
| 
8 | 100 Glykokoll 0,03300 | 0,03103 | 50!) 5 | O 1,4 
9 | 500 > _0,03687 | 0,03007 | 50; 5 | O 0,8 
10 |300 Leucin — 0,03103 | 0,03103| 50! 5 | O 1,4 




















tigen Untersuchungen 6fters bewiesen ist. Unser reines Pepsin 
ist aber ohne Zweifel im ganzen genommen ein Stoff mit 
eiweifartigen Eigenschaften. Das sehr eigentiimliche Verhalten 
dieses merkwiirdigen Stoffes, das Fehlen eines Ladungs- 
minimums und Vorhandensein eines Flockungsoptimums muf 
einem sofort auffallen. Wir haben uns im iibrigen noch einmal 
iiberzeugt, daB unsere Pepsinpraparate ein Flockungsoptimum 
zeigen bei einem p,, = & bis 5 und zwar durch einige Versuchs- 
reihen, wobei zu einer reinen Pepsinsalzsdurelésung steigende 
Mengen einer sehr schwachen NaOH-Loésung zugegeben wurden. 

Nun will ich aber sofort bemerken, da dieses Pepsin 
zwar im allgemeinen sicher den EiweiSkérpern sehr &hnlich 
ist, aber doch, auch abgesehen von seiner Enzymwirkung, ein 
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sehr besonderer Eiweibstoff ist. Dies geht schon aus einer 
sehr merkwiirdigen Reaktion hervor, die schon von Pekel- 
haring selbst entdeckt worden ist. Eine Lésung von diesem 
Pepsin in Salzsdéure von etwa 0,05 n 1aBt bei schnellem Er- 
hitzen einen starken Niederschlag entstehen. Diese Reaktion 
ist sehr empfindlich, kann einigermaBen als Reaktion auf Pepsin 
verwendet werden; mit der Koagulation parallel verschwindet 
die Aktivitaét. Bei sehr allméhlichem Erhitzen bis zu 60 oder 
70° bleibt der Niederschlag aus. Pekelharing zog den Schlub, 
daf sein Pepsin ein EiweiBkorper ist, aber von komplizierterer 
Zusammensetzung als die gewohnlichen Eiweifstoffe. 

Wir kénnen also die fiir normale Eiweifstoffe gefundenen 
Verhiltnisse nicht ohne weiteres auf Pepsin tibertragen und 
das auf den ersten Blick recht auffallende Verhalten braucht 
uns nicht allzu sehr zu wundern. Indessen Pekelharing 
hat schon auf mancherlei Weise versucht, das _ eigentiimliche 
Verhalten seines Pepsins naher zu beleuchten. Er hat, in der 
Vermutung, dab es vielleicht eine Verbindung sei vom eigent- 
lichen Enzym mit einem Eiweifstoff, beide z. B. durch Ver- 
dauung zu trennen versucht.!) Bei diesen Versuchen stief 
er aber zuletzt auf grofe Schwierigkeiten, so daB die Frage 
von der Natur seines Enzyms vorliufig offen gelassen werden 
muBte. Die Resultate der Untersuchungen iiber die elek- 
trische Uberfiihrung lassen jetzt den Gedanken an eine der- 
artige Verbindung wieder sehr in den Vordergrund riicken. 
Die Annahme, dai im Pepsin eine Bindung von eigentlichem 
Enzym mit einem Eiweifstoff vorliegt, laft uns das eigentiim- 
liche Verhalten ziemlich leicht erklaren. Man braucht nur 
anzunehmen, dali in saurer LOsung die Verbindung auseinander 
fallt, wobei das eigentliche Enzym, wohl durch Bindung von 
winzigen Mengen Anionen, sich negativ, der Rest, der Eiweib- 
stoff, sich positiv ladt. Diese Annahme ist nicht so befremdend, 
denn Salze z. B. spalten sich doch auch zum grdéften Teil in 
entgegengesetzt geladene Ionen. Weiter kann man sich vor- 
stellen, daB, wenn der Eiweifstoff in der Nahe des fiir diesen 
iso-elektrischen Punktes auszufallen anfaingt, das Enzym mit 





‘) Archive des Sciences biologiques, Tome XI, S. 37. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XCV. 15 
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niedergerissen wird. Ich habe mir viele Mihe gegeben, expe- 
rimentetle Anhaltspunkte fiir eine derartige Auffassung zu 
finden, und meinte anfanglich, dafB es mir ziemlich gelungen 
war. Bei meinen Untersuchungen tiber das Verhalten von 
Ptyalin im elektrischen Felde hatte ich gefunden, da dieses 
Enzym einen iso-elektrischen Punkt besitzt, zwar abhingig in 
seiner Lage von der Regulatormischung, !) indem er in Phosphat- 
oder Acetatmischungen bei 37° bei p,, = 5,6, in Citratlosungen 
aber bei 6,86 bis 6,58, je nach der Konzentration der Citrat- 
losung, liegt.2) Bei der Fortsetzung dieser Untersuchungen 
fand ich, daB man von der Verschiedenheit der iso-elektrischen 
Punkte von Ptyalin einerseits und Mucin, dem Haupteiweibfstoff 
des Speichels, anderseits Gebrauch machen kann, um diese 
zwei Stoffe zu trennen. Theoretisch ist es immer moglich, ge- 
loste Stoffe mit geniigend auseinander liegenden Umladungs- 
punkten im elektrischen Felde zu trennen, falls die Stoffe nicht 
energische Bindungen (oder Adsorptionen) eingehen. Findet 
schwache Bindung statt, dann kénnte man durch wiederholte 
(fraktionierte) elektrische Trennung doch zum Ziele kommen. 
Praktisch scheitert die Methode vielleicht an der Schwierigkeit, 
auf diese Weise geniigende Mengen zu bekommen. Wie dem 
auch sei, die Trennung von Ptyalin und Mucin erscheint még- 
lich; der iso-elektrische Punkt der Mucine wird wohl nicht 
weit von dem eines anderen Eiweifstoffes mit saurer Natur, 
des Caseins (C,, = 2,4 X 0, P,, = 4,62), entfernt sein. Diese 
Eiweibstoffe haben stirker saure Natur als das verhiltnismabig 
schwach saure Ptyalin. Bei einem p,, = 4,9 bis 5,0 ist Ptyalin 
schon positiv, Mucin dagegen noch negativ. Ein Versuch mit 
Speichel und Phosphatmischung mdge hier beschrieben werden: 
10 ccm der von mir immer gebrauchten Phosphorsdure- 
l6sung wurden mit so viel NaOH versetzt, daB nach Zugabe 
von Speichel p,, = 4,86 war. Die als Seitenfliissigkeit ge- 
7 1) Mitteilung auf dem IX. Physiologen-KongreB zu Groningen (1913). 
Siehe auch die Abhandlung von Michaelis und Pechstein, Biochemische 
Zeitschrift, Bd. 59, S. 77 (1914). 
*) Auch das Wirkungsoptimum ist in Citratlésungen von der Kon- 
zentration abhingig, siehe v. Trigt und Ringer in dieser Zeitschrift, 


Bd. 82, S. 484 (1912). 
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brauchte Phosphorsauremischung hatte einen p,, = 4,94. Nach 
Stromdurchgang wurden Kathoden- und Anodenfliissigkeit beide 
gleich stark eingeengt (bei Zimmertemperatur und stark ver- 


mindertem Druck). 

10 ccm einer Amylum-Phosphatlésung mit optimaler Reaktion und 
5 Tropfen Anodenfliissigkeit: nach 45 Minuten bei 37° nicht die geringste 
Aufhelllung ; 

10 ccm derselben Amylum-Phosphatlésung mit 5 Tropfen Kathodenfliissig- 
keit, in 10 Minuten wasserklar, nach 45 Minuten sehr starke Reduktion 
mit Fehlingscher Lésung. 


Die unwirksame Anodenflissigkeit gab aber sehr starke 
Eiweifreaktionen (Xanthoprotein-, Biuretreaktion). 

Die wirksame Kathodenfliissigkeit gab gar keine Eiweif- 
reaktionen. 

Derartige Versuche habe ich nun auch mit den Pepsin- 
ldsungen angestellt. Hier liegt die Sache insoweit giinstiger, 
als das Enzym immer negativ geladen ist. Man hat also den 
py nicht so sorgfaltig abzumessen. Als ich nun eine starke 
Pepsinldsung in Salzséure von etwa 0,025 n elektrolysierte, 
zeigte, wie ich jetzt schon im voraus wulbte, die Anoden- 
fliissigkeit starke Enzymwirkung, wahrend die Kathodenfliissig- 
keit ganz unwirksam war. Die beiden Fliissigkeiten wurden 
bei Zimmertemperatur und stark vermindertem Druck einge- 
engt. Danach gab die Anodenfliissigkeit beim Kochen mit ein 
wenig HNO, keine Verfarbung, mit Ammoniak in Uberschuf 
sodann eine kaum wahrnehmbare Gelbfirbung. 

Die Kathodenfliissigkeit gab, mit wenig Salpeterséure ge- 
kocht, einen gelben Niederschlag. Mit mehr HNO, ldéste sich 
dieser beim Kochen. Mit NH, sodann sehr starke Orangever- 
farbung. Eine derartige Trennung bekam ich gar nicht bei 
schwacher Aciditaét (Phosphorséuremischung, p,, = 4,1); hier- 
bei bewegte sich Enzym sowohl als alles Eiweif} nach der Anode. 

Zur weiteren Analyse dieses vorlaufig wichtig scheinenden 
Resultates mufite ich sodann grofere Mengen der iiberfiihrten 
Stoffe zu bekommen trachten. Dazu habe ich die Fliissigkeiten 
von einer groferen Anzahl Versuchen zusammen eingeengt; 
anderseits aber auch einen sehr grofen Uberfihrungsapparat 
mir anfertigen lassen. Auf diese Weise wurden Fliissigkeiten 

15* 
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erhalten, die einerseits (Anode) starke Enzymwirkung und 
verhiltnismaBig schwache Eiweifreaktionen, anderseits (Ka- 
thode) schwache Enzymwirkung und sehr starke Kiweibreaktionen 
zeigten. Mit anderen Worten: die Trennung ist, wie eigentlich 
auch wohl zu erwarten, eine sehr unvollstandige; bei den 
Fliissigkeiten eines einzelnen Versuchs zeigte sich das natiirlich 
nicht so deutlich. Will man also die Konzentrationen ver- 
grofern, so wird diese Unvollstandigkeit der Trennung immer 
stiirker stérend. Bei der weiteren Untersuchung zeigte sich, 
dai die konzentrierte, stark aktive Anodenflissigkeit beim 
Kochen in saurem Milieu die charakteristische Pepsinreaktion, 
also eine Triibung, gab; die Kathodenfliissigkeit gab diese 
Reaktion weit schwicher. Die Resultate dieser Versuche sind 
also vorlaufig noch nicht beweisend. Die Frage nach der 
Natur des Pepsins ist hiermit noch nicht gelést, wir werden 
bald sehen, daf sich aber noch eine weitere Stiitze fiir die 
Annahme, daf im Pepsin eine Verbindung vorliegt, finden labt. 
Vorlaufig méchte ich also schliefen, dab 

1. das Pekelharingsche Pepsin ein einheitlicher Stoff ist. 
In salzsaurer LoOsung verdaut es sich selbst, im elektrischen 
Felde bewegen sich die eiweifartigen Spaltungsprodukte ka- 
thodisch, das Unzersetzte aktive Enzym anodisch. Beim Be- 
trachten des sehr eigentiimlichen Verhaltens (kein iso-elek- 
trischer Punkt, wohl ein Flockungsoptimum, Koagulation bei 
schnellem Erhitzen in salzsaurer L6sung) muB man bedenken, 
dafi das Pepsin zwar vieles mit den Eiweifstoffen gemein hat, 
aber doch auch viele von den gewohnlichen Eiweifstoffen ab- 
weichende Eigenschaften aufweist und daf man auf diesen sehr 
besonderen KOrper nicht ohne weiteres die gelaufigen Betrach- 
tungen, die fiir gewOhnliche Eiweibstoffe gelten (iiber iso-elek- 
trisches Verhalten und minimale Léslichkeit), tibertragen darf; 

2. dafs noch die Moéglichkeit offen gelassen werden muf, 
daf das Pepsin eine Verbindung ist von einem eiweifartigen 
Kérper mit dem eigentlichen Enzym. Dieses letztere wiirde 
dann, im Gegensatz zu den amphoteren Stoffen, immer nega- 
tive Ladung besitzen. In saurer Loésung wiirde die Verbindung 
zum groBten Teil auseinander gefallen sein, im elektrischen Felde 
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bewegen sich dann die Komponenten in entgegengesetzter Rich- 
tung. Im Flockungsoptimum sind die beiden Komponenten 
praktisch voéllig mit einander verbunden oder jedenfalls, wenn 
die EiweiSkomponente koaguliert, wird die Enzymkomponente 
mitgerissen. 

Es schien mir wichtig, die Wasserstoff- und Anionen- 
bindung unseres Pepsins zu studieren. Wenn das Pepsin, 
so wie wir es haben, nicht aus zwei Komponenten besteht, kinnte 
man erwarten, daf dieser Stoff durch eine besonders starke (im 
Vergleich mit anderen Eiweifstoffen) Anionenbindung charak- 
terisiert sein wirde. Man wiirde sich die immer negative La- 
dung doch kaum anders als durch Anionenbindung vorstellen 
kénnen. Eine derartige Anionenbindung hatte nichts Befrem- 
dendes, bindet sich das Ptyalin nach den Untersuchungen von 
Michaelis doch auch mit Anionen zu aktiven Verbindungen. 
Wenn das Pepsin sich aber in dieser Hinsicht nicht von an- 
deren Eiweifstoffen unterscheiden wiirde, so kénnte man darin 
einen weiteren Anhaltspunkt fiir die Vermutung, daB es eine 
Verbindung ist, erblicken. Das eigentliche Enzym kénnte dann 
nur so winzige Anionenmengen binden, dah dies bei den Be- 
stimmungen nicht zum Ausdruck kime. Ich habe darum die 
H- und Cl-Ionenbindung des Pepsins in salzsaurer Lésung 
studiert, und zum Vergleich dasselbe fiir Albumosen. Man 
kénnte also erwarten, daB das Pepsin im Vergleich mit den 
Albumosen verhiltnismafig mehr Chlor- als Wasserstoffionen 


festlegen wiirde. 


4. Wasserstoff- und Chlorionenbindung an Pepsin 
und Albumosen. 


In erster Linie war es erwiinscht, die zu gebrauchenden 
Elektroden so klein wie méglich zu machen, denn man kann 
natiirlich nicht tber unbeschrinkte Pepsinmengen verfiigen. 
Es kostet bei Verwendung eines einzelnen Hundes schon lange 
Zeit und ziemlich viele Miihe, um ein Gramm reines und chlor- 
freies Pepsin darzustellen. Ich habe denn auch die GefaBe 
fiir die Wasserstoff- und Chlorelektroden sehr klein machen 
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lassen. Die Wasserstoffelektroden konnten, wenn notig, mit 
etwa 8 Tropfen Fliissigkeit ganz zuverlassig arbeiten. Dazu 
wurde das Gefif getrocknet, die Elektrode nach gentigendem 
Auswaschen mit reinem Wasser vorsichtig am Rande mit Flief- 
papier von der Hauptmenge des Wassers befreit. Dann wurde 
etwa eine Stunde Wasserstoffgas durchgeleitet, wodurch die 
Elektrode weiter getrocknet wurde. Bei der Fiillung brauchbte 
dann nicht das Gefif mit Elektrode zuvor gespilt zu werden, 
sondern konnte gleich mittels einer Pipette die kleine Menge 
Fliissigkeit (dem Wasserstoffstrome entgegen) eingebracht 
werden. Das Gleichgewicht wurde nach Hasselbalch durch 
Schaukeln erreicht. Es zeigte sich, daf diese kleinen Elek- 
troden an Zuverlissigkeit den von mir sonst gebrauchten viel 
grOBeren nicht nachstehen. Man hat hier noch den Vorteil, 
daB das Gleichgewicht wesentlich schneller erreicht wird. Im 
allgemeinen arbeiten die sogenannten Mikromethoden mit re- 
lativ groBeren Fehlern, der Einflu8 von kleinen Fehlern beim 
Wiagen, Messen usw. macht sich viel mehr geltend. Bei dieser 
elektrometrischen Methode ist das aber keineswegs der Fall; 
die Genauigkeit des Arbeitens mit duferst kleinen Elektroden 
braucht keineswegs kleiner zu sein. 

Die Bestimmung der Chlorionenkonzentration geschah 
mittels Quecksilber-Kalomel-Elektroden. Das Quecksilber war 
zweimal nach Hulett destilliert, das Kalomel von Kahlbaum 
bezogen. Das ElektrodengefaiB konnte, nachdem Quecksilber 
eingebracht war, noch etwa 0,4 ccm Fliissigkeit enthalten. 
Natiirlich muff man mit solchen kleinen Mengen F'liissigkeit 
erstens sehr sauber arbeiten, aber weiter dafiir Sorge tragen, 
dafi nicht durch Verdampfung usw. Fehler auftreten. Auch 
mu man dafiir sorgen, daB das Gleichgewicht zwischen Queck- 
silber, Kalomel und Lésung nicht von der Luft (Sauerstoff) 
gestort wird. Ich machte die Bestimmungen in folgender Weise. 
Zuerst wurde in das ElektrodengefaB Quecksilber gebracht. 
Dann wurde in einem kleinen Réhrchen die zu priifende Fliis- 
sigkeit mit 50 mg Hg,Cl, und einem Tropfen Quecksilber ohne 
Luft geschiittelt und zwar eine Minute. Dann wurde die Fliis- 
sigkeit zusammen mit der Mischung von fein zerteiltem Queck- 
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silber und Kalomel in das ElektrodengefaéS iiber das Queck- 
silber gebracht und zwar so, daB das GefiiS damit ganz an- 
gefiillt war. Dann wurde die Elektrode wiihrend 20 Minuten 
im Thermostaten belassen. Alle Messungen habe ich bei 18° 
ausgefiihrt. Einige Schwierigkeiten bereitete mir anfangs die 
Verbindung der Chlorionenelektrode mit der Normalelektrode. 
Ich konnte keine konstanten Ablesungen bekommen, als ich 
als Verbindungsfliissigkeit 

gesiittigte Kaliumchlorid- cr 
josung verwendete. Dies | 
muf einer, sei es auch ge- 
ringen Diffusion von Chlor- 
ionen in das Elektrodenge- 
fi zugeschrieben werden. | 
Dieses kleine Gefaf hat | |} fasta 
nur einen verhialtnismabig Mert, 


kurzen Heber (siehe Fig. 1), (@ me: 
durch welchen leicht eine 

kleine Menge Chlorionen, ll | 
auch wahrend der kurzen 

Zeitdauer der Messungen, 

hindurch diffundieren 
konnte. Ich habe dann die Fi g. ] 
Verbindungsfliissigkeit er- 
starren lassen. Unter Chlorronen-hlektrode berm fi/len 

leichter Erwiirmung wurden in 200 g Wasser zue!st 20 g Gela- 
tine, dann 64g KCl gelést. Nach dem Erkalten'wird der Gel 
ziemlich fest; der Heber der Elektrode und der der Normal- 
elektrode berihrten bei der Messung den Gel, bei dieser An- 
ordnung waren dann Strémungen voOllig ausgeschlossen. Die 
Potentialdifferenz blieb dann auch langere Zeit, bis zu 15 Mi- 
nuten, genau dieselbe. Nach jeder Messung wurde der Gel 
mit gesittigter KC!-Lésung abgespiilt und mit FlieBpapier ge- 
trocknet. Sollte er einige Zeit nicht gebraucht werden, dann 
wurde er unter gesattigter KCl-Loésung aufbewahrt. In dieser 
Weise war er lange haltbar. Mit dieser erstarrten Lésung wurden 
bei der Wasserstoffelektrode dieselben Resultate: als mit der 
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gewohnlichen gesattigten KCl-Lésung erhalten; wir kénnen 
also, wie auch theoretisch zu erwarten, annehmen, da8 die 
gelatinehaltende erstarrte Kaliumchloridlésung ebensogut wie 
eine widsserige gesattigte Losung desselben Salzes das Diffusions- 
potential zu in den meisten Fallen zu vernachlassigenden Werten 
hinabdriickt. 

Fiir die Berechnung der Chlorionenkonzentration mittels 
dieser Elektrode haben wir die Nernstsche Gleichung: 


RT C 
m= 5, BG OT = Potential der Lésung — Potential des Quecksilbers. 


= 





RT C d.h. wenn die Konzentration der Merkuro-Ionen 
aes Ig j = — 1,027, Hg, 1 betragt, ist nach Wilsmore nm = 
— 1,027 Volt. 
RT 
n-+ 1,027 = — D¢ lg Cue, 


In der an Kalomel gesiattigten Losung ist aber das (Lés- 


lichkeits-)Produkt Cues Xx ay konstant und == K, also mn -+- 1,027 
a. = Ig i — 0,02.884 log ,, ae 

Um K zu berechnen, mufi die Loéslichkeit des Kalomels be- 
kannt sein. Nach den Bestimmungen von Behrend’) ist in 
einer reinen gesittigten Kalomellésung Cyg, = 2,24 « 10-6, 
in dieser Lisung ist Cc) = 2 Cyg und also ist K = 4C*y, = 4 
X [2,24 X 10-6]® = 4,495 X 10-17. 

Ich habe nun zuerst, um die Elektroden zu priifen, einige 
Messungen mit reinen Lésungen von KCl und NaCl [Kahl- 
baum] angestellt. Gegliihtes KCl und NaCl wurde (Korrektur 
auf luftleeren Raum) genau gewogen und so Lésungen herge- 
stellt von KCl 0,005, 0,01 und 0,in; NaCl 0,01, 0,in. Die 
Messungen ergaben fiir diese LOsungen: 

KC] 0,005n, — 0,6776 Volt. Woraus sich berechnet fiir p( 2,125 und C,, 0,0075 


0,01 n, —0,6643 > > 1,894 > 0,0127 
0,1 n,—0,6118 > > 0,9849 >» 0,1035 
Ya! 0,01 n,—0,6650 >» > 1,907 > 0,0124 
01 n,—0,6121 > > 0,9895 >» 0,1024 


Wie man sieht, sind alle C~, zu hoch. Man kann fragen, 
ob die Loéslichkeit des Kalomels geniigend genau bekannt isi, 


') Zeitschrift fiir physikalische Chemie, Bd. 11, S. 466 (1893) und 
Bd. 35, S. 305 (1900). 
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oder ob das Potential — 1,027 von Wilsmore vielleicht etwas 
unrichtig ist. Ich glaube, daB die Abweichungen am ehesten 
durch eine sehr kleine Ungenauigkeit der Léslichkeitszahl von 
Kalomel erklirt werden kinnen. Ich habe aus den eben ge- 
nannten Messungen umgekehrt K berechnet und. finde dafiir 


im Mittel: 2,432 x 10-17"), Mit diesem K findet man fiir: 
Aus der Leitfahigkeit berechnet: 


KC] 0,005n pe; 2,2573 ~~ Cg, 0,00553 pg 23206 = Gey :0,00478 


001 n  » 2.0267 » 0,00940 » 2.0275 > 0,00939 
010 n » 41,1234 > 0,0753 > 1,1066 > 0.0782 
NaCl0,01 n >» 2.0302 >» 0.00933 >» 2.0292 >» 0,00935 
0,10 n > 1,1217 > 0,0756 > 1,0735 » 0,0844 


Die jetzt erhaltenen Zahlen stimmen mit den aus der 
Leitfaihigkeit berechneten viel besser tiberein. Ich habe denn 
auch fiir Chlorionenbestimmungen in neutralen oder schwach 
sauren Lésungen diesen K-Wert beniitzt und damit, so weit 
ich es verfolgen konnte, immer gute Resultate bekommen. In 
stérker sauren Lésungen ist die Sachlage anders (fiir alkalische 
Losungen |a{t sich die Methode gar nicht anwenden, weil das 
Kalomel in solchen Lésungen sich umsetzt). Hierbei haben 
wir zuerst mit dem Einflu§ der H-lonen auf das Diffusions- 
potential zu rechnen, aber falls die Cy nicht zu grof ist, 
wird die gesittigte KCl-Lésung diesen Einfluf klein halten. 
Aber weiter haben auch die H-Ionen einen direkten EinfluB 
auf das Elektrodenpotential. In sauren Lésungen wird auch 
bei gleicher C,) die Quecksilberelektrode positiver sein als in 
neutraler Loésung. Dieser Einflu8 der Wasserstoffionenkonzen- 
tration geht sehr deutlich hervor aus folgenden Messungen, 
angestellt in Phosphorsiure-NaOH-Mischungen mit oder ohne 
Zugabe von KCI. Die Phosphorsaurelésung enthielt 52,91 g 
P.O, pro Liter, die NaOH-Lésung war 0,6132 normal. 





*) Fir Cy,, in reiner gesattigter Losung finde ich sodann 1,83 X 10-® 


statt Behrends Zahl 2,24 * 10~®. Bei der Schwierigkeit, solche geringe 
Léslichkeiten zu bestiinmen, scheint die Differenz 0,41 X 10 © nicht allzu 
grof. Hier sei noch bemerkt, daf{ Kahlbaums Kalomel sich sehr rein 
zeigte. Ich habe Messungen mit 50 mg Hg,Cl, und mit senr viel mehr 
angestellt, aber doch nur minimale Differenzen in der elektromotorischen 
Kraft gefunden. Um aber die Messungen mdglichst einférmig zu gestalten, 
habe ich weiter immer 50 mg Kalomel verwendet. 
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Tabelle IV. 


Messungen der Chlorionenkonzentration in Lésungen von 
verschieden saurer Reaktion, deren C, von Phosphorsdure- 
NaOH-Mischungen fixiert war. 




















Auf | | 
Ve 100 | | 
ccm | NaOH! auf 100 ccm Gefunden 
suchs- Phos-| | Pu | | | Bemerkungen 
phor-| ccm / eem KCl | 
‘sdure | | ; | 
ccm | | | Pcl Coy | 
| | | |) Alle diese Liésungen sind prak- 
| _7 tisch chlorfrei, Die Messung 
ae ae 2 0 6,284 5,20 X10~ ‘| | tauscht aber je nach der Reak- 
a mo oom _— asi Bale _5, | tion einen verschiedenen p,, vor 
‘ | =i gs _ | 0 #579) 2,64 X 10 | | Je kleiner p,y, je mehr H-lonen 
3 4 7 i+ 6,8] 0 3,580) 2,63 X 10—*| ( auf die Quecksilberelektrode nie- 
: _3| { derschlagen,was denselbenEffckt 
4 4 10 + 88 0 2,796) 1,60 X 10 “| | hat, als wenn viele positive Hg,- 
P 3097 Ionen niedergeschlagen waren, 
5 4 12 |+11,7 0 0,401 0,397 was also geringe C(, vortiuscht. 
| _ ae nto. sind 
| ie Resultate ganz unzuverlassig, 
6 | 4 0 | 2  |10 von 0,01 n/3,173/6,72X10~*)  gef. (6—1) = 0,00067 C,,, 
7 4 0 | 2 10 » O,1 nm |2,111/7,75 xX 10~* » (7—1)=0,00775 » 
8 4 dD jit 55/10 » 0,01n/|3,096| 8,03 X 10—* >» (8—2) =0,000777 » 
9 | 4 | 5 |+ 55/10 » On |2,113/7,71X10-7) >» (9—2)=0,00768 » 
10 | 4 7 |+ 68/10 » O,tn |2,107/7,82X10-%} » (10—3) =0,007557 » 
11 4 | 10 + 88/10 » 0,01n2,644/227X10—*} >» (11—4) = 0,00067 
12 + 10 |+ 88/10 » O,1n |1,993) 0,01016 >» (12—4)=0,00856 - 
| } ’ 
13 | & | 12 |+11,7:10 » 0,1n (0,366) 0,4302 >» (13—5)=0,0332  » 




















Aus der Tabelle sieht man, einen wie grofen EinfluB die 
Wasserstoffionen auf den Potentialsprung der Quecksilberelek- 
trode haben. In Nr. 1 ist Cg, = 5,20 10-. Die Cy,  be- 
rechnet sich hier zu 8,61 X 10-5. Das ist 8,43 & 10-5 groBer 
als in einer reinen gesattigten Kalomellésung. Die H-Ionen 
taiuschen hier also dieses Zuviel an Hg,-Ionen vor. Nr. 4 
gibt noch ein ziemlich brauchbares Resultat, aber in Nr. 5, 
wo die Reaktion etwas starker alkalisch ist, versagt die Me- 
thode ganz. Ich habe in der letzten Vertikalreihe der Ta- 
belle IV die Chlorionen-Konzentrationen aus den Differenzen 
der Messungen der K Cl-haltigen L6sungen und den chlorfreien 
von derselben Aciditét berechnet. Die Resultate sind sicher 
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nicht so gut wie in neutralen Lésungen, aber doch immerhin 
brauchbar; bei dieser Art der Bestimmung durch Vergleichung 
mit einer gleich sauren Lésung ohne Chlorionen haben auch 
die besonders bei héheren Aciditiiten mehr Bedeutung bekom- 
menden Diffusionspotentiale den geringsten EinfluB. Ich habe 
dergleichen Messungen viele angestellt mit auch anderen Puffer- 
gemischen. Kine Versuchsreihe mit Citratmischungen sei hier 
noch mitgeteilt. Hierbei wurde eine Lésung von Dinatrium- 
citrat 1,25 Molekular, NaOH 0,6132 n und H,SO, n = 0,252 ver- 
wendet. 


Tabelle V. 


Messungen der Chlorionenkonzentration in Lésungen von ver- 
schiedener saurer Reaktion, deren C,, von Citrat-Mischungen 
fixiert war. 





EEC 


























Auf | 2ccm C,., berech- 
Ver- | 100 | Citrat Zugegeben Gefunden ae aus den 
suchs-| ccm | und Reaktion KCl 
Nr. |HySO,|NaOH agen 
cem | com com Pa | Sar aidioes 
1 | 10 0 | stark sauer 0 4,8025|1,58X10-9|  — 
2 0 0 sauer 0 4,2606|5,49X107°7}  — 
3 0 2 | schwach sauer 0 4,0116'9,74 1079) — 
4 0 , = 0 8,7247|1,89X 10-4} — 
5 | 10 0 _ 10 von 0,10 n) 3,1221/7,55 X 10~*| 0,000739 
6 0 0 — > 3,1221|7,55 X 10—*| +0,000700 
7 0 2 _ > 3,1280) 7,45 10~*) 0,000648 
8 0 4 _ > 3,0806| 8,31 X 10—*| 0,000642 
9 10 0 _ 10 von 0,1 n | 2,1406! 7,24 X 1073} 0,00702 
10 0 0 — , 9.1217 7,56 X 10~3| 0,00750 
11 0 2 _ » 2.1307) 7,40 X 10-3} + 0,00730 
2 | o | 4 - , 2.1214/7,56 X 1073] 0,00737 





Man sieht hier dieselben Erscheinungen, nur ist, da die 


H-Ionenkonzentration im allgemeinen kleiner ist, auch deren 
Einfluf kleiner; jedoch wechselt der vorgetauschte Cl-lonengehalt 
von 1—4 noch sehr betrichtlich. Es ist sofort klar, daB beson- 
ders bei kleinen Cl-Ionenkonzentrationen der Einflu8 der Reaktion 
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relativ. am gréften sein wird. Immerhin war es bei unseren 
Bestimmungen der Cl-Ionenbindung an Pepsin wiinschenswert, 
nicht nur Messungen an den Pepsinlésungen, sondern auch an 
reinen Salzsdureldsungen von derselben Konzentration anzu- 
stellen und die erhaltenen Werte miteinander zu vergleichen. 
In dieser Weise werden Fehler beim Vernachlassigen des 
Diffusionspotentials sowie der Einflu8 der H-Ionen auf die 
Quecksilberelektrode tunlichst eliminiert. 

Was die Messungen der H-Ionenkonzentrationen anbe- 
trifft, will ich bemerken, daB beim Gebrauch der gewohnlichen 
Konstante der H-Elektrode, — 0,277 Volt, man zumal bei den 
stirker sauren Lisungen, z. B. Salzséure von 0,05 n oder 
mehr, immer viel niedrigere Werte erhalt, als man erwarten 
wirde. Dies riihrt sicherlich, wenigstens zum Teil, daher, daf 
fiir héhere Cy die gesattigte Kaliumchloridlésung das Diffu- 
sionspotential keineswegs mehr vollstiindig eliminiert. Zu 
welchem Teil die Elimination aber stattgefunden hat, kann 
man fiir jeden Fall nicht leicht berechnen. Wie ich fand, 
bekommt man in diesen Fallen bessere Werte, wenn man statt 
—0,277 etwa —0,2685 Volt benutzt. Es sei aber ausdriick- 
lich bemerkt, da nicht gemeint wird, dai diese Zahl im all- 
gemeinen eine bessere Konstante fiir die H-Elektrode sei. Im 
iibrigen hat die absolute Zahl keine grofe Wichtigkeit, weil 
ich doch immer die Cy in der Salzséure vor und nach dem 
Lésen des Pepsins miteinander verglichen habe. In den starker 
sauren Loésungen habe ich jedoch die Berechnung meistens 
mit Hilfe der Zahl —0,2685 Volt gemacht. 

Ich glaubte, daB, wenn eine besonders starke Anion- (also 
hier Chlorion-) Bindung tiberhaupt bestinde, diese beim Gebrauch 
eines chlorfreien Praparates am besten zutage treten wiirde. 
Ich habe denn auch fiir diese Versuche Praparat D verwendet. 
Um die H- und Cl-Ionenverbindung an Pepsin richtig beurteilen 
zu kénnen, habe ich sie verglichen mit denselben an chlorfreie 
Albumosen. Diese habe ich aus Fibrin dargestellt. Fein zer- 
schnittenes Fibrin wurde zuerst langere Zeit gegen destilliertes 
Wasser dialysiert, dann wurde es mit chlorfreier Oxalsaure 
und Pepsin D digeriert. Die erhaltene Lésung wurde wieder 
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lange Zeit dialysiert, wobei ein nicht unbetrachtlicher Teil verloren 
ging. Zum Schlu8 wurden die Albumosen mit Alkohol nieder- 
geschlagen. Ich konnte in diesem Praparat kein Chlor auffinden. 

Fiir die Versuche wurden jedesmal 5 ccm Salzsaure (von 
0,0292, 0,05967, 0,1156 und 0,2348 n) mit 50 mg Pepsin oder 
Albumosen versetzt. Dieses kleine Volumen geniigte zu je zwei 
Bestimmungen von C;; und Cy). Das Pepsin loste sich bei 37° 
in der Salzsiure, besonders der niederen Konzentration, nicht 
ganz und zumal bei Abkiihlung auf Zimmertemperatur schied 
sich ein Teil wieder ab. Die L6sung wurde filtriert und das 
Filtrat fiir die Bestimmungen verwendet. Das Filter wurde 
mit 30°/oigem Alkohol ausgewaschen. Nach Trocknen des 
auch friiher schon gewogenen Filters konnte annihernd die 
Pepsinkonzentration der Lésung durch Wagung des nicht Ge- 
ldsten bestimmt werden. 

Umstehende Tabelle VI gibt eine Ubersicht der Messungen 
und die daraus erhaltenen Resultate. 

Wenn wir nun das Zahlenmaterial tibersehen, so fiallt 
uns erstens auf, dal die gebundenen H- und Cl-Ionen nicht 
ganz regelmifig mit der Salzsiurekonzentration ansteigen. 
Wiederholung der Bestimmungen (bei 4, 7, 9, 11) gab aber 
keine Abweichung von den schon erhaltenen Zahlen. Das 
macht es etwas unsicher, ob man diese anscheinende Unregel- 
mifigkeit Messungsfehlern zuschreiben darf, obgleich die Mes- 
sungen an diesen ziemlich stark sauren Lésungen bedeutende 
Schwierigkeiten aufbieten und es auferdem sich um _ sehr 
kleine Mengen handelt. Jedenfalls ist die Ubereinstimmung 
der Resultate der Messungen bei den einzelnen Lésungen 
eine sehr gute. Die letzte Vertikalreihe gibt aber die fiir uns 
jetzt wichtigsten Zahlen, und hier finden wir eine regelmafbige 
Anordnung. Wir sehen, dafi im groben und ganzen das 
Verhaltnis der Bindungen H/Cl bei Pepsin und Albu- 
mosen dasselbe ist. Wir sehen aber auch, dai aufer bei 
der stirksten Salzsdiure 0,235 n das Verhiltnis bei Pepsin doch 
regelmabig etwas kleiner ist. Miissen wir das dem Zufall zu- 
schreiben oder hat dieser Befund doch eine Bedeutung? Weil 
es bei allen drei ersten Salzsiurekonzentrationen regelmibig 
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und in derselben Gréfenordnung zuriickkehrt, méchte ich diesen 
Differenzen doch jede Bedeutung nicht enthalten. DaB es bei 
der starksten Salzsaiurekonzentration nicht zutrifft, braucht 
uns nicht allzusehr zu wundern, weil hier doch die Fehler- 
quellen der Methode am gréften sind. Wenn wir dies an- 
nehmen, so lehren uns diese Versuche folgendes: 

Im grofen und ganzen ist die Bindung von H- und 
Cl-lonen in Salzséureldsungen an Pepsin und an Albumosen 
nicht verschieden; bei genauer Betrachtung jedoch zeigen sich 
doch kleine Differenzen insofern, als das Verhaltnis der H- und 
der Cl-Ionenbindung bei Pepsin ein wenig kleiner ist, was 
darauf hinweist, da relativ an Pepsin etwas mehr Cl-Ionen 
oder etwas weniger H-Ionen gebunden werden. Das wiirde 
fiir die Auffassung, dafi im Pepsin eine Verbindung vorliegt, 
wichtig sein. Der, was das Gewicht anbetrifft, hauptsachlichste 
Bestandteil, der Eiwei®stoff, verhalt sich wie die Albumosen, 
das eigentliche Enzym dagegen bindet nur Cl-Ionen und ist 
also immer negativ geladen. Wir sehen also, da’ diese Ver- 
suche eine nicht unwichtige Stiitze fiir diese Auffassung bei- 
bringen. Aber auch wenn wir von den genannten kleinen 
Differenzen absehen, ist doch der Umstand, dafi das Enzym 
immer negativ, das Pepsin im ganzen aber wegen des Ver- 
hiltnisses H/Cl > 1 positiv geladen ist, schwer mit der An- 
nahme, dab es nicht eine Eiweifverbindung sei, in Einklang 
zu bringen. 

Die Versuche zeigen uns weiter noch einmal, daf die 
Dissoziation des EiweiSchlorids bei zunehmender Séurekon- 
zentration immer kleiner wird und schon bei einer Konzen- 
tration 0,116 n in dieser etwa 1°/oigen Eiweiflésungen den 
Wert O niihert, denn hier nihert sich das Verhiltnis H/Cl 
dem Wert eins. Hier wird also das Eiweifs wieder allmahlich 
ungeladen, was mit den Resultaten der Quellungs- und Vis- 
kositiétsversuche vollig im Einklang steht. (Siehe weiter unten 
die Viskositétsbestimmungen in Eiweiflésungen.) 

Zum Schlu8 méchten wir demjenigen, der auf die hier 
beigebrachten Griinde fiir die Hypothese, daB das Pepsin eine 
Eiweifverbindung sei, kein groBes Gewicht legen mdéchte, be- 
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merken, daf das Pepsin wahrend seiner Abscheidung immer 
mit Séure, es sei denn Salzséure, es sei Oxalsiure in Be- 
riihrung gewesen ist und daf die negative Ladung also von 
schon bei der Darstellung gebundenen Anionen herriihren k6énnte. 
Auch wenn wir jetzt keine Differenzen im Verhiiltnis H/Cl finden 
mochten, kénnte also doch das eigentliche Enzym schon friiher 
Anionen gebunden haben. 

Fassen wir nun unsere bisherigen Resultate tiber das 
merkwiirdige Verhalten des Pepsins zusammen, so kénnen 
wir sagen: 

1. Das Pekelharingsche Pepsin hat keinen iso-elektri- 
schen Punkt, es ist in sauren LOsungen immer negativ geladen. 

2. Das Pepsin bindet sich an Eiweifistoffe und Albumosen, 
kurz an die Kérper, auf die es eine enzymatische Wirkung 
ausiibt, zu einem grOdBeren oder kleineren Teil. Es tauscht 
dann einen iso-elektrischen Punkt vor, ebenso wie die unreinen 
Handelspriiparate. Auch in solchen Lésungen bewegt sich 
aber ein Teil (das nicht gebundene) zur Anode. Merkwiirdiger- 
weise bindet es sich nicht an Aminosdéuren, obgleich die ent- 
gegengesetzte Ladung eine Bindung (oder Adsorption) erwarten 
lassen wiirde. 

3. Die Bindung von H- und Cl-Ionen an Pepsin und 
Albumosen ist im groBen und ganzen nicht verschieden, in 
schwach sauren Loésungen werden viel mehr H- als Cl-lonen 
gebunden, bei zunehmender Séurekonzentration gleichen sich 
die Bindungen immer mehr aus, bis sie bei etwa 0,1 n HCl 
und 1°/o Eiweif nahezu gleich sind. Dieses Verhalten des 
Pepsins ist mit seiner negativen Ladung nicht in Uberein- 
stimmung; man wird geneigt sein, die alte Vermutung von 
Pekelharing, da im Pepsin eine Verbindung vorliegt von 
einem zwar besonderen EiweiBkérper und dem Enzym, wieder 
aufzunehmen. Umsomehr als bei genauer Betrachtung das 
Pepsin doch vieileicht etwas mehr Chlor als die Albumosen 
bindet. Der Eiwei8kérper wiirde sich, was die Ionenbindungen 
anbetrifft, wie die Albumosen, das Enzym aber anders ver- 
halten, insofern dieses nur Cl- (im allgemeinen Anionen) Ionen 
bindet. Dessen Menge ist aber wohl sehr gering. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XCV. 16 











226 W. E. Ringer, 4 


4. Mit dieser Hypothese ist das Verhalten im elektrischen 
Felde nicht im Widerspruch, das Enzym bewegt sich anodisch, 
die Hauptmenge des Eiweifies aber kathodisch. Die Verbindung 
ist wohl zum Teil immer auseinandergefallen. 

5. Die Besonderheit, daB das Pepsin ein Flockungsoptimum 
besitzt, muf so erklart werden, daf der Eiweifstoff dieses auf- 
weist. Bei dieser Reaktion der Lésung ist aber das Enzym 
am Eiweil} gebunden, oder jedenfalls wenn das Eiweif ausfiallt, 
geht das Enzym mit in den Niederschlag (wenigstens zum 
groBten Teil). 

6. Die (von Pekelharing entdeckte) eigentiimliche Pepsin- 
reaktion, Koagulation bei schnellem Erhitzen in salzsaurer L6- 
sung, vollig parallel der Zerst6rung des Enzyms, wird wahr- 
scheinlich von der Verbindung gegeben. Bei sehr langsamer 
Erwarmung jedoch tritt keine Koagulation auf. 

Ich habe also jetzt die erste der zwei Fragen von Seite 197 
beantwortet und zwar in bejahendem Sinne; und jetzt gehe 
ich an die zweite: kann man, falls die auf den ersten Blick 
sehr interessanten Betrachtungen tiber die Wirkungsbedingungen 
des Pepsins von Leonor Michaelis nicht alle aufrecht er- 
halten werden kénnen, sich diese Bedingungen noch auf irgend 
eine andere Weise klar machen? 

Die theoretischen Betrachtungen tiber die Wirkungsbe- 
dingungen der Enzyme und besonders des Pepsins von Mi- 
chaelis sind oben schon in aller Kiirze besprochen. Zusammen 
mit A. Mendelssohn!) hat er neuerdings das Reaktions- 
optimum in Lodsungen verschiedener Sauren (HCI, Weinsdure, 
Oxalsdure, HNO,) fiir die Pepsinwirkung studiert. S6rensen?) 
hatte in Salzsaéurelésung fiir das Optimum etwa p,, = 1,6, 


Michaelis und Davidsohn hatten friiher*) p, = 1,8 gefunden. 


Michaelis und Mendelssohn finden jetzt, da die Pepsin- 
wirkung wesentlich nur von der H-Ionenkonzentration abhangig 
ist, daB also die Saure-Anionen nur eine sehr untergeordnete 


‘) Biochemische Zeitschrift, Bd. 65, S. 1 (1914). 
*) Biochemische Zeitschrift, Bd. 21, S. 131 (1909). 
*) Zeitschrift fiir experimentelle Pathologie und Therapie, Bd. 8 (1910). 
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Rolle spielen. Das Reaktionsoptimum ist in Lésungen von allen 
genannten Siuren dasselbe und zwar etwa p,, = 1,398. Die 
Autoren haben weiter den Einflu8 von einigen Neutralsalzen 
(NaCl, KCl, LiCl) studiert und gefunden, dai durch diese 
Salze eine minimale Verschiebung des Optimums nach der 
weniger sauren Seite zustande kommt. Wie schon oben ge- 
sagt, wird dieses Verhalten so gedeutet, dafi die Pepsinwirkung 
von der Ladung abhiangig sei. Die einwertig positiv geladenen 
Pepsinpartikeln (Kationen) wirken, vielleicht nicht die zwei- 
wertigen, und so wiirde die Wirkungsabnahme bei zunehmender 
Siurekonzentration zu erkléren sein. Michaelis vermutet, 
da8 an der andern Seite des iso-elektrischen Punktes, wo 
das Pepsin also negativ geladen sei (Anionen), die Labwirkung 
ausgeiibt wird. 

Es fragt sich aber, wie diese Sachen stehen, wenn man 
annehmen mu, da’ von einem iso-elektrischen Punkt bei 
Pepsin nicht die Rede sein kann. Aber auch tibrigens fallt 
uns in diesen Anschauungen Michaelis auf, daB der Zustand 
der zu verdauenden Stoffe ganz aufer acht gelassen wird. Es 
ist doch im voraus zu erwarten, daB dieser Zustand auch fiir 
die Enzymwirkung wichtig sein muf. Jedenfalls schien es mir 
erwunscht, die Untersuchungen von Michaelis mit unserem 
Pepsin zu wiederholen und auszubreiten. Dazu habe ich jetzt 
die Pepsinwirkung in Lésungen einer ziemlich groBen Anzahl 
von Saéuren, daneben auch den Einflu8 von Salzen studiert. 
Dabei habe ich im speziellen auch dem Zustand des Substrats 


Rechnung getragen. 


Zweite Abteilung. 


5. Untersuchungen tiber die Wirkungsbedingungen des 
Pepsins in Lésungen verschiedener Siduren. 


Die Pepsinwirkung in ihrem ganzen Umfang richtig zu 
studieren, ist keineswegs einfach. Nach einer Anzahl Vorver- 
suchen habe ich fiir meine ersten Versuchsreihen mich der 
Methode von Griitzner bedient, zumal da diese sich in un- 
serem Laboratorium als sehr bequem und geniigend zuverlassig 


herausgestellt hatte. Mit Karmin gefiirbtes Fibrin wird einige 
16* 
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Zeit der Enzymwirkung iiberlassen, man filtriert und vergleicht 
kolorimetrisch die Farbintensitéat der Lésung mit irgend einer 
willkiirlichen, aber in derselben Weise hergestellten Vergleichs- 
ldsung. Die Methode hat fiir meinen Zweck Vorteile, aber auch 
Nachteile. Vorteile sind die Leichtigkeit der Ausfiihrung, be- 
sonders aber die kurze Zeitdauer der Versuche. Demgemaf 
hat man einer Wirkungsabnahme des Pepsins durch Enzym- 
zerstOrung kaum Rechnung zu tragen. Ein Nachteil ist aber, 
dafS man eigentlich nur die Lésung des Fibrins beobachtet, 
die tieferen Kiweifspaltungen aber sich der Beobachtung ent- 
ziehen. Ich glaube aber, daf das Lésen des Fibrins auf 
wesentlich demselben Prozefi beruht wie die weiteren Spal- 
tungen, und ich meine, daB man nicht berechtigt ist, wie bis- 
weilen getan wird, die Lésung und die spateren Spaltungen 
als etwas wesentlich Verschiedenes anzusehen, ja sie sogar 
der Wirkung verschiedener Enzyme zuzuschreiben. Wenn man 
dies annimmt, dann gilt also dieser Nachteil der Griitzner- 
schen Methode nicht. Die Lésung des Fibrins ist dann wirk- 
lich ein Mai ftir die Enzymwirkung. Ein weiterer Nachteil 
ist der, der fiir alle kolometrische Verfahren gilt, namlich 
dai sie nicht sehr genau sein kénnen. Ich habe aber fiir den 
vorliegenden Zweck, wobei es nicht auf absolute Werte, son- 
dern nur auf vergleichende Bestimmungen ankommt, geniigend 
genaue Resultate erhalten. Ein besonderer Vorteil der Methode 
ist noch, daf man im Volumen des Karminfibrins vor der Enzym- 
wirkung ein Bild vom Zustande des EiweiBes hat. Selbstver- 
stindlich kann man keineswegs das absolute Volumen ablesen, 
aber man kann ziemlich genau den Quellungszustand, bei ver- 
schiedenem Siauregrade z. B., mit einander vergleichen. Um 
den Einflu8 der Saiurekonzentration auf die Quellung, das Auf- 
treten eines Quellungsmaximums und den Einflu8B von Salzen 
fiir Vorlesungszwecke zu demonstrieren, mache ich auch von 
Karminfibrin Gebrauch. Ich fand, daB bei vollig gleicher Be- 
handlung, Schiitteln usw., der Quellungsgrad gentigend ver- 
glichen werden kann. Nur bei sehr hohem spezifischen Ge- 
wicht der Ldsung (groBe Séure- oder Salzkonzentration) mu 
man erwarten, dafi das Fibrin sich weniger gut absetzt. 





as Raton TR a, 





















































Weitere Studien am Pekelharingschen Pepsin. 229 


Das Karminfibrin wurde aus gut ausgewaschenem, sodann 
langere Zeit dialysiertem Fibrin dargestellt. Es wurde mit 
einer starken neutralen Karmin-Ammoniak-Loésung _ gefirbt, 
nachdem es in sehr feine Stiickchen zerschnitten war. Nach dem 
Farben wurde es so lange (einige Tage) mit stromendem Lei- 
tungswasser (das hiesige Leitungswasser enthalt nur Spuren 
von geldsten Stoffen) gewaschen, bis die duferst geringe Farbe 
des ablaufenden Wassers nicht mehr abnahm. Dann wurde 
es noch einige Zeit mit destilliertem Wasser gewaschen. So- 
dann wurde es «in vacuo» getrocknet und zuletzt duferst fein 
gepulvert. Dieses Praparat gab an Wasser und _ verdiinnte 
Siéuren in nicht allzu langer Zeit nur unmerkliche (wenigstens 
im Reagenzrohr) Spuren Farbstoff ab. 

Ausfiihrung der Versuche. In eine Reihe von mig- 
lichst gleich weiten Reagenzréhren wurden je 50 mg Karmin- 
fibrin gebracht, sodann Wasser und Saure in zunehmenden 
Mengen, aber so, dali das Gesamtvolumen von Wasser und Siéure 
immer 8 ccm war. Unter zeitweiligem Schiitteln lief ich die 
Rohrchen 30 Minuten stehen. Dann wurden zu jedem Rohr- 
chen 2 ccm einer Pepsinlésung (D) von 10 mg Pepsin in 50 ccm 
einer sehr verdiinnten Lésung der betreffenden Saure zuge- 
geben. Der Inhalt von jedem Rohrchen wurde nach einer genau 
bestimmten Zeit, fiir die meisten Versuchsreihen 5—10 Minuten, 
bisweilen aber mehr, in der jede Minute griindlich geschiittelt 
wurde, durch Glaswolle filtriert. Also in allen Rohrchen einer 
selben Versuchsreihe wirkte das Pepsin gleich lange Zeit, z. B. 
5 oder 10 Minuten. Die Filtrate wurden mit Hilfe des sehr be- 
quemen Griitznerschen Kolorimeters mit einer aus demselben 
Karroinfibrin, derselben Siéiure und Pepsinlésung, im iibrigen 
aber von einer willkiirlichen, aber gr68eren Farbintensitit ver- 
glichen. Ofters wurde die Cy der Filtrate bestimmt. In einer 
besonderen Versuchsreihe, wobei eine durch sehr allmiéhliches 
Erhitzen inaktivierte, aber nicht koagulierte Pepsinlésung ver- 
wendet wurde, habe ich auch die Cy der Filtrate und somit 
der Lésungen vor der Pepsinwirkung bestimmt. In dieser Reihe 
waren die verschiedenen Sauren. in ihren optimalen Konzen- 
trationen gebraucht. In dieser Weise konnte ich auch ein 
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Bild der. Anderung der Reaktion wihrend der Pepsinwirkung 
bekommen. Um die Quellung des Fibrins in vergleichender 
Weise zu bestimmen, wurde 6fters die Héhe der gequollenen 
Fibrinsiiule gemessen. Diese HéOhen wurden dann auf eine 
bestimmte Rohrenweite umgerechnet, weil die Reagenzrohrchen 
niemals genau gleich weit sind. Als Séuren habe ich Salz- 
siure, Oxalsiure, Milchsiéure, Phosphorsiure, Schwefelsaure, 
Essigsiaure und Citronensiure gebraucht. Die folgenden Tabellen 
geben zuniichst die mit Salzséure erhaltenen Resultate. 





Tabelle VII. 


Erste Versuchsreihe mit Salzsaure. Pepsinlésung: 10 mg in 50 ccm 
Salzsiure 0,005 n. 50mg Karminfibrin. Zu jedem Réhrchen 2 ccm Pep- 
sinlésung. Digestionsdauer 10 Minuten. Zimmertemperatur etwa 15°. 















































—— <= 
Is N 
| Sale. orma- 
Ver- | was. | -2” | Skala 
. | sdure litat 
suchs-| ger Quellung Sal Kolori- Bemerkungen 
5 alZ- 
Nr. 0,25 n re meter 
saure 
ccm ccm 
1 8 0 O 0,0010 O Spur gefarbt, nicht zu bestimmen. 
‘ - stark Qn Etwas mehr gefarbt, nicht zu be- 
2 7,9 0,1 |zunehmend | 9,0035 0 stimmen. 
3 7.8 0,2 | » 0,0060 | 0.4 Die Guellnns nahm von 2 an stark 
: ; ' a , *. mas ae eng lag anscheinend 
4 77 3 0.008 3 ei7. Die Quellung zeigte genau den- 
: * ' , 1, selben Verlauf wie die Pepsinwirkung, 
5 7.6 0.4 » 0.0110 | 1.8 zuerst stark ansteigend, beim Maxi- 
; ‘ : , mum einige Zeit gleich bleibend und 
6 7,5 0,5 > 0,0135 | 2,7 dann sehr allmahlich abnehmend. 
7 | 74 | 0,6 | maximal! 0,0160| 2,5 
s | 7 | os S| oe) an i 
9 | 70 | 10 . 0,0260 | 2.3 
10 |68 }12] >» 0,0310 | 21 


Wir sehen, dab Cy in 5 und6 (Tabelle IX) wieder etwas ab- 


nimmt, ungeachtet, dafi die Enzymwirkung hier etwas geringer ist. 
Weiter hat sich gezeigt, dal die Enzymwirkung und ebenso 
die Quellung zuerst mit steigender Saéurekonzentration stark 
ansteigt. Nach Uberschreitung des Maximums gehen beide nur 
sehr allmahlich wieder zurtick. Deshalb ist es schwierig, das 
Reaktionsoptimum genau zu bestimmen, man hat eine opti- 
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Tabelle VIII. 


Zweite Versuchsreihe mit Salzs&iure. Konzentrationen und Be- 
dingungen wie in der Tabelle VII. 























———— ———————————————————————— ae 
Ver- oe Norma- | Skala | 
suchs- wae oe | Quellung litit Kolori- | Bemerkungen 
Nr. | scaerlead Salzsiure| meter 
ccm | ccm | | 
1 | 7,6 | O4 | cart®ng| 0,0110 | 62 | 
2 7,95 | 0,45 > 0,0123 | 6,7 
3 | 7,50 | 0,50 . 0,0135 | 7,2 
4 7,45 | 0,55 . 0,0148 | 7,7 
5 7,40 | 0,60 | maximal | 0,0160 8,0 
6 | 7,20 | 0,80 0,0210 | 7,2 














Tabelle IX. 


Dritte Versuchsreihe mit Salzséure. Bedingungen wie in Tabelle VII. 




















Salz- Nor- Bestimmung C,, nach der 
Ver- | Was- _ | Skala Wieimeihine 
sdiure malitat j epsinwirkung ge- 
suchs-| ser Quellung | Kolori- 
N 0,25 n Salz- t | C,, der |bunden 
r. sure} | 6 | Po | Cu | Salz- | 
cem | ccm | (--) | | | sdure | 





7,55 | 0,45 | °'9s_ | Q.o1931 4.7 | 0,105312,97610,0010610,01107! 0,010 


zunehmend 


2 | 7,50 | 0,50 >  |0,0135! 5,0 0,1213/2,700/0,00290)0,01815 0,011 





| 


3 | 7,45 | 0,55 > |0,0148) 51 pen epee nana 0,0096 
4 | 7,40 | 0,60 | maximal 0,0160, 5,2 | 0,1376 2,417|0,00398'0,01440) 0,0106 
5 | 7,80] 0,70 |, 52" | 0.0185) 5,05 | 0,1354 2,455 0,0031|0,01665) 0,0131 
6 





abnehmend} : 


7,200 | 0,80} » |0,0210| 4,9 | 0,1347/2,468)0,00341/0,01890) 0,0155 





























male Reaktionsbreite. Schon aus diesen Versuchen wird man 
geneigt sein, den Schlu8 zu ziehen, daB das Reaktipnsoptimum 
nicht vom Zustand des Enzyms, sondern vom Zustand des Ei- 
weiBes bedingt wird. Alle weiteren Versuche haben das be- 
statigt. Das maximal gequollene Eiweif bietet zuerst dem 
Enzym die gréBte Oberfliiche, daneben ist das Wasser, welches 
fiir die Spaltung bendétigt ist, hier sozusagen schon in das 
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(geladene) Eiweifimolekiil innig aufgenommen. In Loésungen 
von Salzsiure bei 10 Minuten Digestionsdauer und bei etwa 
15° finde ich hier die optimale Wirkung bei einer Reaktion, 
die am Ende der Digestion p,, = 2,42 oder Cy, = 0,0038 war. 
Wir werden spater sehen, daB anfangs die Reaktion hier 
0,0088 (py = 2,054) betragt. Ungeachtet der reacktionsregu- 
lierenden Wirkung des EiweiBes hat sich die Reaktion bei der 
Lésung und Digestion doch von 0,0088 bis 0,0038 verschoben. 
Ich méchte hier bemerken, dafi man bei der jetzigen verhilt- 
nismabig leichten und sehr genauen Bestimmung der Cy ein 
Mittel hat, um die Digestion durch Pepsin zu kontrollieren, wo 
die Formoltitrierung versagt. 

Das Reaktionsoptimum bei 15° in Salzséure, das ich hier 
gefunden habe, ist nicht zu sehr von demjenigen von Sérensen 
oder Michaelis verschieden. 

Wir wollen nun sehen, wie es mit den anderen Saéuren 
steht. Die folgende Tabelle gibt die Resultate der Versuche 
mit Oxalsaure. 

Tabelle X. 


Versuchsreihe mit Oxalsdiure. Pepsinlésung: 10 mg in 50 ccm 
Oxalsiure 0,02 n. 50 mg Karminfibrin. Zu jedem Réhrchen 2 ccm 
Pepsinlésung. Digestionsdauer 10 Minuten. Temperatur etwa 15°. 
































Ver- | Was- Oxal- Norma- | Skala | Bestimmung C,, nach 
suchs-| ser sdiure | Quellung litit /Kolori-| der Pepsinwirkung 
Nr. 0,2 n Oxalsdure| meter i 
cem | ccm ccm (-) | PH Cy 
7,5 | 0,5 | guarke | 0,014 | 0,7 | 0,0407| 4,096] 00000804 
2 | 7,0 | 1,0 > 0,024 | 20 | 0,0814/ 3,392] 0,000406 
3 165 | 1,5 ff} 0,034 | 2,7 | 0,1406| 2,364} 0,00432 
maximal ; 
4 | 60 | 20 (| 0,044 | 25  |0,1508] 2,187] 0,00650 
5 | 55 | 2,5 | langsame | 9.054 | 2,3 | 0,1546) 2,123) 0,00754 
6 | 50 | 30 > 0,064 | 21 | 0,1646| 1,949! 0,01124 
7 | 45 | 35 , oo |80 | — |i —-| = 
8 | 40 | 40 > 0,084 | 1,5 | 0,1743) 1,781) 0,0166 
9 | 30 | 50 > om (46 fm | et 
10 | 20 | 60 > 0,124 | 1,3 | 0,1848) 1,599] 0,0252 
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Quellung und Enzymwirkung gehen wieder parallel. Die 
optimale Reaktion war hier nach Ablauf der Digestion 0,00432, 
also praktisch identisch mit der der Salzsiure. Das Oxalsiure- 
anion bt also keine besondere Wirkung auf Quellung und 
Digestion aus. Die optimale Reaktion vor der Pepsinwirkung 
ist hier (siehe weiter unten) C,, = 0,00746. 

Folgende Tabelle gibt die Resultate der Versuche mit 
Milchsaure. 


Tabelle XI. 


Erste Versuchsreihe mit Milchsaure. 10mg Pepsin (D) in 50 ecm 
Milchsdure 0,021 n. Die zu den Versuchen verwendete Milchsiiure war 3 n. 
Wieder 50 mg Karminfibrin. Digestionsdauer 5 Minuten. Temperatur 15°. 


























| | 
Ver- esad Quel- Norma.) Skala 
Wasser | siure litat |, : 
suchs- lung Kolori- Bemerkungen 
| 3n Milch- | 
Nr. . | meter 
ccm | ecm | cm saure | 
1 7,95 | 0,05 1,78 | 0,019 | 0,4 | Hier, wo die Queliung «gemessen» 
| : ist, zeigt sich besonders deutlich 
2 7,70 | 0,30 3,08 | 0,094 3,3. | der parallele Verlauf von Quel- 
| lung und Pepsinwirkung; zuerst 
3 7,60 | 0.40 3.70 0,124 4,2 schroffer Anstieg, dann nur sehr 
} oo langsame Abnahme. 
4 7,40 | 0,60 | 3,76 | 0,184 3,8 
dD 7,20 | 0.80 | 3,45 0,244 3,7 Bei dieser Siure sieht man, da 
; am die Normalitat sehr hoch werden 
6 7,00 | 


1,00 | 3,59 | 0,304 3,3. | mu8, um die eetnng und damit 


die Pepsinwirkung merklich her- 


| | 
7 | 650 | 1,50) 3,21) 0,454] 3,2 abzudriicken. 
| 














8 | 400 | 400 278} 1,204] 1,7 
9 | 200 | 600) 266/ 1,804! 1,0 
10 | 0 8,00 2,05 | 2,404] 0,8 


In Tabelle XII sieht man, daf die Quellungsreihe nicht ganz 
regelmaBig ist, das ist aber bei einer so rohen Methode auch 
wohl nicht immer méglich. Maxima von Quellung und Pepsinwir- 
kung fallen aber zusammen. Das Reaktionsoptimum liegt hier 
bei Cy = 0,0023. Vor der Pepsinwirkung war die Reaktion 
dabei 0,00618. Man bekommt den Eindruck, daf bei Milch- 
séure das Optimum ein wenig niedriger als bei Salzsiure 
und Oxalsiure liegt. Es lat sich aber nicht sehr genau be- 
stimmen, weil die «Optimalbreite» so grof} ist. 
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Tabelle XII. 


Zweite Versuchsreihe mit Milchsdure. 











ee 




















Bedingungen wie oben. 


























peel Wasser ped r _ ey — | Mesounge oe _ 
suchs- | lung | ig | Kolori- | der Pepsinwirkung 
Nr. on | | milch- | meter | 1m | | ¢ 
cem cem | ccm | Saure | | Lol P | i 
1 | 7,80 | 0,20 2,63 | 0,064 | 4,4 | 0,0951| 3,154 | 0,000701 
2 | 7,70 | 0,30 | 3,12 | 0,094 | 5,65 | 0,1055) 2,973 | 0,001064 
3 | 7,60 | 040 3,46 0,124) 5,70 | 0.1181) 2,755 | 0,00176 
4 | 7,50 | 050 | 3,28) 0,154) 5,80 | 0,1181| 2,755 | 0,00176 
5 7,40 | 0,60 | 349 | 0,184 6,00 | 0,1250) 2,635 | 0,00232 
6 | 7,30 | 0,70 | 3,33) 0,214 | 5,60 | 0,1266| 2,607 | 0,00247 
7 | 7,20 | 080 | 324) 0,244] 5,50 | 01418} 2,459 | 0,00348 
5 7,00 | 1,00 | 3,25 | 0,304 | 5,30 | 01415} 2,452 | 0,00353 
9 | 650 | 1,50 | 330] 0,454] 520 | 0,1275/ 2,211 | 0,00616 
Wir gehen jetzt zu den Versuchen mit Phosphorsdure 


tiber. Die gebrauchte Phosphorséurelésung war 0,5945 n (als 


2-basische Séure betrachtet). 


10 mg Pepsin (wie immer D) 


wurden in 50 ccm Phosphorsaure 0,0594 n gelést. Digestions- 
dauer 6 Minuten, Temperatur 15°. 


Tabelle XIII. 





Versuche mit Phosphorsaure. 50 mg Karminfibrin. 


Digestionsdauer 6 Minuten. 
——— Ei eee eee 









































Ver- sia Quel- —— Skala Messungen ioe Py nach 
suchs- | "*55°T! sure lung | Phos- | Kolori- der Pepsinwirkung 
Nr. 0,5945 n phor- | meter Tt 
ecm ccm | ccm | Saure (-) p Cy 
1 | 75 | os | 240]| 00417/ 28 | 01186] 2,746 | 0,00179 
2 | 70 | 10 | 290| 00714] 3,05 | 0,1471| 2,253 | 0,00559 
3 | 675 | 1,25 | 3,00 | 00863) 3.25 | 0,1539/ 2,135 | 0,00733 
4 | 65 | 1,5 | 2,90 | 0,1011| 3,00 | 0.1590) 2,045 | 0,00901 
5 | 60 | 20 | 255! 01309! 290 | — - - 
6 | 50 | 30 | 230] 0.1904} 2,70 | 0.1771] 1,732 | 0,01854 
7 | 40 | 40 | 225] 02498) 2290 | — on - 
8 | 30 | 50 | 210} 03098} 2.25 | 0,1872| 1,556 | 0.02777 
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Maxima von Quellung und Digestion fallen wieder zu- 
sammen, auch Ubrigens ist hier der Parallelismus zwischen 
Quellung und Pepsinwirkung besonders treffend. Reaktions- 
optimum 0,00733. Vor der Pepsinwirkung 0,0113. Hier ist 
das Optimum im Vergleich mit den vorigen Séuren ohne 
Zweifel nach der saureren Seite verschoben. Auch hier wieder 
die duferst langsame Abnahme bei stirker saurer Reaktion. 


Tabelle XIV. 


Versuche mil Schwefelsaéure. 50 mg Karminfibrin. 
Schwefelsdure 0,5135 n. 10 mg Pepsin (D) in 50 ccm Schwefelsiure 0,01 n. 
Digestionsdauer 120 Minuten. 
































Ver- — “tel. Beg Skala eye = fs nach 
suchs- siure | Quellung | Schwe-| Kolori- er repsinwirkung 
Nr. 0,5135 n fel- meter Z 
ccm ecm sdure w p CH 
1 | 7,97 | 0,03 [25352 |0,00354| 0,7 | +-0,1865| 8,035) 0,922 x 10~* 
2 | 7,90 | 0,10 | Pere 0,00714| 3,1 | -+.0,2521/ 9,173) 0,671 x 10~° 
3 7,80 | 0,20 Peeeer 0,01227; 5,6 | —0,0507 3 924! 0,119 x 107° 
4 7,70 | 0,30 EE ae 5|0,01740, 4,9 | —0,1102 2,892) 0,128 x 10° 
5 7,50 | 0,52 2 2 3% 0,02767| 4,4 | —0,1520) 2,167| 0,681 x 10° 
6 7,20 | 0,80 | 25328" 0,04308; 4,2 | —0,1701) 1,853! 0,140x 10—' 
7 7,00 | 1,00 |@= 225-4! 0,05335| 3,7 | —0,1799) 1,684) 0,207 x 10" 
8 6,50 | 1,50 ear 0,07901} 3,7 | —0,1909 1,493 0,322 x 10—! 





Diese Versuche mit Schwefelsaure sind besonders wichtig. 
Wir wissen, dafi das SO,-Anion zu den starksten hydrophilen 
Sauren gehort, daB es die Quellung sehr stark erniedrigt. Es 
war also im voraus zu erwarten, daB bei Schwefelsiure die 
Pepsinwirkung erstens bedeutend geringer und zweitens, dai 
das Reaktionsoptimum nach der Seite der kleineren Konzen- 
trationen verschoben sein wiirde. Denn schon in ziemlich 
niedrigen Konzentrationen wird der EinfluB des zweiwertigen 
SO,-Anions tiberwiegend und geht die Quellung und damit die 
Pepsinwirkung wieder zuriick. Die Versuche bestitigen, wie 
man sieht, vollauf diese Erwartung. Das Optimum liegt hier 
bei etwa Cy = 0,00012 nach und 0,004 vor der Pepsinwirkung. 
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Eine Besonderheit bei diesen Versuchen ist noch, daf bei sehr 
niedrigen Schwefelséurekonzentrationen die Reaktion nicht nur 
nicht sauer, sondern deutlich alkalisch ist. Das mu wohl so 
erklart werden, dal} Schwefelsiure die kleine Menge Ammoniak, 
welche noch immer an das Karmin gebunden war, durch beson- 
dere Adsorptionswirkungen in Freiheit setzt. Im tibrigen sehen 
wir aufs deutlichste, daB in Schwefelsaéure, wo die Quellung 
so auferordentlich gering ist, auch die Enzymwirkung ent- 
sprechend klein ist. 

Bei den anderen Sauren geniigten 5 bis 10 Minuten, um 
eine sehr deutliche Wirkung zu bekommen, jetzt aber habe 
ich nicht weniger als 120 Minuten einwirken lassen miissen. 
Wir wollen hier gleich bemerken, was unten noch weiter an 
Versuchen gezeigt werden soll, daf sich von unserem Gesichts- 
punkt, daf zwischen Quellung und Pepsinwirkung ein inniger 
Zusammenhang besteht, sofort auch die Salzwirkungen klar 
machen lassen. Die Salze kénnen erstens Einflu8 auf die 
Wasserstoffionenkonzentration ausiiben, aber weiter haben 
die Salze, das heift die Salzionen, Kationen sowohl als An- 
ionen, verschiedenen Einflu8 auf die Quellung, man denke nur 
an die sogenannten lyophilen (hydrophilen) Salz- oder besser 
lonenreihen. Es ist also zu erwarten, dai Salze mit Ionen, 
die besonders lyophil (hydrophil) sind, und die Quellung also 
besonders niederdriicken, auch die Pepsinwirkung sehr un- 
giinstig beeinflussen miissen. Und nun ist schon lange bekannt, 
da’ eben Sulfaten diese Eigenschaft in besonders hohem Grade 
zukommt. Wir wollen weiter unten sehen, wie man, was ihre 
Wirkung auf die Pepsinwirkung anbetrifft, die Salzionen auch 
in eine bestimmte Reihe, die parallel mit der Wirkung auf die 
Quellung geht, anordnen kann. 

Ich komme jetzt zu den folgenden Siéiuren und zwar zur 
Essigsaure. Diese Siéiure hat mir auch ein charakteristisches 
Verhalten gezeigt. Es war bei dieser Saure nicht médglich, 
ein deutliches Maximum der Quellung zu beobachten. Ja, das 
Karminfibrin quillt in Eisessig noch sehr deutlich. Dieses Ver- 
halten befremdete mich anfangs, aber es zeigte sich, dab 
Quellung nicht nur in Wasser mit wenig Essigséure, sondern 
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auch in Kssigsiiure mit kleinen Mengen Wasser stattfindet. 
Beide Arten von Quellung gehen allmahlich ineinander iiber, 
wenn man zu Wasser immer mehr Essigsaure gibt. Nun habe 
ich bei dieser Saéure nur bis zu einer gewissen Essigsiure- 
konzentration einen Parallelismus zwischen Quellung und Pepsin- 
wirkung gefunden, aber oberhalb dieser Konzentration geht 
zwar die Enzymwirkung zurtick, aber die Quellung nicht. Ich 
glaube, dieses Verhalten in folgender Weise erkliren zu miissen. 
In Essigsiéiure-Wassergemischen haben wir zweierlei Arten von 
Quellung. In wasserreichen Losungen quillt das Eiwei8 durch 
Wasseraufnahme, in essigsdurereichen-wasserarmen LOsungen 
durch Essigséiureaufnahme. Wasser und KEssigsiiure haben auch 
iibrigens in physikalisch-chemischer Hinsicht Ahnlichkeit. Nun 
wirkt Pepsin nur auf das durch Wasseraufnahme gequollene 
Fibrin. Bei den sehr essigséurereichen Lésungen findet zwar 
eine gewisse Fibrinlésung statt, aber diese riihrt von Saure- 
wirkung her, sie geht zum SchluB bei sehr kleinen Wassergehalten 
wieder zuriick; in Eisessig (etwa 98°/o Saéure) quillt zwar Fibrin, 
aber lést sich nicht mehr. Wir finden denn auch bei dieser Saéure 
zwei Maxima der Digestion, das erste ist das von Pepsin, das 
zweite, bei sehr hohen Saurekonzentrationen ist der Saure- 
wirkung zuzuschreiben. Diese wiirde also auch das durch 
Essigsiure gequollene Fibrin noch in Lésung bringen kénnen. 
Die umstehende Tabelle XV enthalt die Resultate von 
unserer wichtigsten Versuchsreihe mit Essigsiure. Diese Saure 
war 10n. Die Pepsinlésung enthielt 10 mg Pepsin auf 50 ccm 
Essigsiure 0,03 n. Die Digestionsdauer war 18 Minuten. 
Das Reaktionsoptimum liegt hier bei 0,00084 nach oder 
0,0028 vor der Pepsinwirkung; also ziemlich niedrig; das hiangt 
mit der geringen Wasserstoffionenkonzentration in Essigséure- 
losungen und dem eigentiimlichen Verhalten von Essigsaure hin- 
sichtlich der Quellung zusammen. Daf in den hodher konzen- 
trierten Lésungen die Pepsinwirkung wieder zuriickgeht, ist (siehe 
oben) nach meiner Meinung dem Umstand zuzuschreiben, dab hier 
zwar die Quellung nicht zuriickgeht, aber vom Eiweif} nicht 
mehr allein Wasser, sondern immer mehr auch Essigséure 


aufgenommen wird. 
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Tabelle XV. 


Versuchsreihe mit Essigsaure. 10 mg Pepsin in 50 ccm Essigsaure 0,03 n. 
Die Essigsdure ist 10n. Versuchsdauer 18 Minuten. Temperatur etwa 15°. Zu 


jedem Rohrchen, wie in allen vorigen Versuclisreihen, 2 ccm Pepsinlésung. 
a) 





Ver- Essig- | oul Skala | Messungen von py nach 
suchs- Wasser pl Quellung tat | Kolori- der Pepsinwirkung 
Nr. Essig-| meter | 1 Cc 
ccm | ccm saure iat Pp ‘H 














1 | 7,95 | 0,05 1,1 0,056} 0,7 | 0,0476) 3,977 | 0,1055x10—% 
2 1 7,90 | 0,10 1,35 0,106| 1,1 | 0,0510) 3,919 | 0,1206x10—° 
3 | 7,70 | 0,30 1.80 | 0,306} 3,8 | 0,0756) 3,492 | 0,3221x10—% 
4 | 7,40 | 0,60 250 | 0,606] 7,1 | 0,0996; 3,076/ 0,8398xX10—% 
5 | 7,00 | 1,00 2,80 1,006} 6,5 | 0,1126) 2,850] 0,001413 
6 | 6,50 | 1,50! etwa3 | 1,506] 5,1 | 0,1124) 2,854! 0,001400 | 
7 | 600 | 2,00 > 36 | 2,006! 2,5 | 0,1208) 2,708 | 0,001959 
8 | 550 | 2,50 > 3,6 | 2,506] 1,2 |0,1261} 2,616 | 0,002421 

Zum SchluB habe ich Versuche mit Citronensaure an- 
gestellt. Die Resultate gibt folgende Tabelle XVI. 


Tabelle XVI. 


Versuche mit Citronensaure. 10mg Pepsin in 50 ccm Citronen- 
siure 0,03 n. Die Citronensadure ist 3n. 50 mg Karminfibrin. Zu jedem 


“ jonosseintlae ARS AONE oA ition 25 7 
























































Roéhrchen 1 ccm Pepsinlésung. Digestionsdauer 6 Minuten. 
Ci- Norma- 
Ver- Wasser |(ronen- Quel- | jitat | Skala 
suchs- |" “SS? | siure lung Zi- {Kolori- Bemerkungen | 
Nr. 3n tronen-| meter F 
cem | ccm | ccm | Saure | 








7,9 | 04 | 1,5 | 0,036] 1,6 


‘ § Auch bei dieser Saure ist das 
sia - af 0)408 ad Maximum der Quellung und der 


1 
2 
3 7,4 0,6 3,6 0,203 6,6 | Enzymwirkung sehr unscharf. 
4 


Von einer Normalitat 0,1 bis zu 
7.0 1.0 3.6 0.336 6.6 | 0,67 andert sich wesentlich weder 
; ; Quellung noch Digestion. 

5 6,5 1,5 3,8 0,503 | 5,7 
6 60 | 20 | 35 | 0,669} 56 
7 5,0 | 3,0 3,15 | 1,003 | 5,3 
30 | 50 | 28 | 1,669] 4,3 


9 | 00 | 80 | 27 | 2,669} 3,7 
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Folgende Tabelle XVII gibt noch eine zweite Versuchs- 
reihe mit Citronenséure, wobei auch die H-lonenkonzentrationen 


bestimmt wurden. 


Tabelle XVII. 


Zweite Versuchsreihe mit Citronensa&ure. Bedingungen wie in 


der ersten Reihe. 
Tt) 



































Ver- | Was- | Citronen- | Quel- ee — Messungen von py, 
= ser |sdure 3n| lung Citronen- — ; 
ccm cm |cm| (—) P Cy 
1 | 7,8 02 | 22 | 0,069 | 3,0 | 0,0806) 3,404 | 0,000394 
2 | 7,7 03 | 29 | 0,103 | 3,7 |0,1007! 3,057 | 0,000878 
3 | 7,5 05 | 31 | 0469 | 4,6 |0,1157| 2,797] 0,001599 
4 | 7,3 0,7 | 28 | 0236 | 4,0 |0,1212) 2,702 | 0,00199 
5 | 7,1 09 | 30 | 0303 | 4,1 |0,1304) 2.541 | 0.00288 
6 | 69 11 | 29 | 0,369 | 40 |0,1320) 2,513 | 0,00307 
7 | 67 13 | 30 | 0,436 | 3,9 |0,1374| 2,420 | 0,00380 
8 6,5 1,5 3,0 0,503 3,7 | 0,1437) 2,311 | 0,00489 
9 | 62 18 | 27 | 0603 | 3,75 |0,1492| 2,216 | 0,00609 
10 | 5,7 23 | 29 | 0,769 | 3,7 |0,1575| 2,072 | 0,00848 








Das Reaktionsoptimum aft sich nicht genau bestimmen. 
Es liegt bei etwa C,, = 0,002 nach und 0,007 vor der Pepsin- 
wirkung. 

Weiter habe ich zur naheren Vergleichung der Wir- 
kungen der verwendeten Sauren Pepsin auf Karminfibrin in 
den Lésungen der Séuren bei den (so viel wie méglich) opti- 
malen Reaktionen wirken lassen. Als Pepsinlésung diente eine 
von 10 mg Pepsin in 50 ccm Oxalséure 0,008 n. Wenn von 
dieser Lésung 2 ccm auf ein Gesamtvolumen von 10 ccm ge- 
bracht werden, ist die Oxalsiurenormalitat 0,0016 n. Diese 
wird nicht stéren. Die folgende Tabelle XVIII gibt eine Uber- 
sicht tiber die Resultate. 
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Tabelle XVIII. 


Vergleichung der Wirkung der 7 verwendeten Sauren bei den optimalen 
Reaktionen. Digestionsdauer 5 Minuten. 
































= | -_ . om, — 

| Von | | Nor- Verhialt- 

Pe Was- Quel- vnalitit | ok "Wir | Messung der H-lonen. 
Saure und Normalitat | | ser ‘lung vn Kolori-|Kung.die semanas 

wendet | Sayre | meter po . 

- eem /cem | cm aeons _ | P | CH 
Salzsiure 0,5016 | 0,32 |7,68/ 3,1 |0,01605| 2,7 *. 0,1225 2,679 10,0021 
Oxalsaure 02 | 15 |6,5 |2,65/0030 | 22 | 0,1262'2,615 0,00243 
Milchsiure 18 | 1,0 |7,0 |3,54(0,180 | 2,7 a 0,1266 2,608 |0,00246 
Phosphorsiure 1,486 | 0,5 | 7,5 (3,10 00743 25 | 0,1440/2,306'0,00495 
Schwefelséure 0,5135/ 0,2 | 7,8 0,58 0,01027, Spur | i 0,1401|7,232|5,8710~ 





Essigsaure 10,00 | 0,67 733/316. 0,670 | 1,8 0,67 | 0,0937/3,178'0,000663 
Citronensaure 3,00 | 0,89 | 7,11 ‘977 | 0,267 | 2,3. | 0,85 | 0,1295/2,558/0,00277 

Wir sehen also, das Salzsdéure und Milchséure fiir die 
Pepsinwirkung am giinstigsten sind; sie geben auch die starksten 
Quellungen zusammen mit Phosphorséure, die den beiden ge- 
nannten Sdéuren auch in der Pepsinwirkung am nachsten steht. 
Dann kommen Citronensaéure und Oxalsiure, auch was Quel- 
lung anbetrifft. Essigsaure ist fiir die Pepsinwirkung viel un- 
giinstiger; die starke Quellung bei Essigséure ist schon oben 
besprochen. Zuletzt kommt Schwefelséure mit unvergleichlich 
viel schwiicherer Pepsinwirkung und Quellung. Hier hat sich 
wihrend der Wirkung des Pepsins die Reaktion wieder stark 
geiindert; diese Sache ist auch schon oben besprochen. 

Also auch bei dieser Vergleichung der Séuren hat sich 
der Parallelismus zwischen Pepsinwirkung und Quellung vdllig 
bestatigt. Wir miissen also schlieBen, da die optimale Re- 
aktion bei den verschiedenen Sduren gar nicht die gleiche ist. 
Es sind nicht nur die Wasserstoffionen, sondern auch, und 
6fters in nicht geringerem Grade, die Saureanionen, die die 
Pepsinwirkung mitbestimmen, was sich von meinem Gesichts- 
punkte im voraus erwarten laBt. Denn von diesem Stand- 
punkte muf man fragen, bei welchen Konzentrationen der 
verschiedenen Siuren tritt die maximale Quellung ein? Wir 














a 


Weitere Studien am Pekelharingschen Pepsin. 241 


wissen, dafi dies in hohem Grade mit vom Anion abhiingig 
ist. Daher braucht es uns nicht zu wundern, dai auch die 
Pepsinwirkung bei den verschiedenen Sauren bei ziemlich stark 
differierenden Konzentrationen der H-Ionen maximal ist. 

Zum Schluf8 von diesen Versuchen mit verschiedenen 
Séuren habe ich die Versuchsreihe von Tabelle XVIII wieder- 
holt, mit der Abinderung, daBb statt aktiven, durch sehr 
allméhliches Erhitzen bis auf 70° inaktiviertes, aber nicht ko- 
aguliertes Pepsin verwendet wurde. Im tibrigen wurde in der 
gleichen Weise verfahren; der Zweck war, die anfingliche 
Reaktion zu bestimmen. 


Tabelle XIX. 


Versuchsreihe mit inaktiviertem Pepsin, um die beim Anfang 
der Digestion herrschende H-lIonenkonzentration zu _ be- 
stimmen. 
EE ee 














, | Normali- i A i 
Saure ent , 
| pul PH Cy 

Salzsiure..... . | 0,016 0,1585 2,054 | 0,0088 
Oxeleture . . . «+ «. 0,030 0,1543 2,127 0,0075 
Milchséure ..... 0,180 0,1496 2,209 0,0062 
Phosphorséure. .. . 0,074 0,1647 1,947 0,0113 
Schwefelsiure ... . 0,010 0,1385 2,401 0,00397 
Essigsiure. .... . 0,670 0,1297 2,554 0),0028 
Citronenséure ... . 0,267 0,1515 2,176 0,0067 





Die p,, oder C,, am Anfang der Digestion gibt uns wohl 
den besten Ausdruck fiir die optimale Reaktion der gebrauchten 
Sauren, aber, es sei dies hier noch einmal besonders bemerkt, 
unter den hier vorliegenden Versuchsbedingungen. Also bei 
dieser kurzen Versuchsdauer von einigen Minuten und bei 15°. 
Bei langerer Versuchsdauer wird man im allgemeinen eine 
etwas andere optimale Reaktion finden; man denke nur an 
die dann eine grdfere Rolle spielende Pepsinzerstérung und 
an die Séurewirkung an sich, und es treten noch wohl andere 
Umstinde dazu. | 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XCV. 17 
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Ist also aus den genannten Versuchsreihen schon zur 
Geniige hervorgegangen, dafi bei den Séuren die Wirkungs- 
bedingungen des Pepsins nicht nur von der H-Ionenkonzentration, 
sondern ebenso gut von den Anionen abhangig sind, so wird 
diese Tatsache vielleicht noch schlagender aus den folgenden 
Versuchen, die ich angestellt habe, um die Salzwirkung zu 
studieren, an den Tag treten. 


6. Untersuchungen tiber die Wirkungsbedingungen 
des Pepsins bei Anwesenheit von Salzen. 


Bekanntlich hemmen Salze die Pepsinwirkung. Im Meeres- 
wasser z. B. ist die Pepsinwirkung, auch bei im iibrigen giin- 
stiger Reaktion, also nach Zusatz von Sadure, nur sehr schwach. 

Man weil auch schon lingst, daf einige Salze besonders 
stark hemmend wirken, und als solches Salz wird man sofort 
Sulfat nennen. Von meinem Standpunkt kann man voraussagen, 
daB im allgemeinen diejenigen Salze, welche in saurer Loésung 
die Quellung am meisten beeintrichtigen, auch die Pepsin- 
wirkung am stirksten hemmen miissen. Man koénnte also im 
voraus vermuten, dafi Sulfate und Rhodanate eine starke 
Wirkung ausiiben miissen. In den Versuchen hat sich dies 
vollig bestitigt. 

Eine experimentelle Schwierigkeit ist, dag’ man durch 
Salze leicht die H-Ionenkonzentration dndern kann. Ich habe 
aber diese Schwierigkeit so viel wie mdglich so zu umgehen 
versucht, dali ich die saure Reaktion durch Milchsaéure so gut 
wie moglich fixiert habe. Aus Tabelle XI sieht man, daB sich 
in der Niihe der optimalen Reaktion die Milchsfuremenge und 
auch die C,, bedeutend andern kann, ohne daf damit die 
Pepsinwirkung (und Quellung) sich merklich dndert. Wenn 
also durch Salzzugabe die Reaktion sich auch etwas andern 
wiirde, so bedingt das an sich noch keine merkliche Anderung 
der Pepsinwirkung. Weiter hat Milchsaure als sehr schwache 
Siiure den Vorteil, da® sie nicht leicht andere Séuren «in 
Freiheit» setzen wird, was z. B. der Fall sein wiirde, falls man 
Salzsiure gebraucht hatte und dann Acetat zufiigte. Milch- 
siiure, wovon man auch eine ziemlich grofe Menge zugeben 
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muf, war fiir meinen Zweck also wohl am besten geeignet. 
Ich habe 7 Salze und zwar, um die Bedeutung ausschlieBlich 
der Anionen ungestoért hervortreten zu lassen, nur Natrium- 
salze verwendet. Es waren: das Chlorid, Citrat, Acetat, Chlo- 
rat, Nitrat, Rhodanat und Sulfat. Von diesen Salzen wurden 
Lésungen gemacht, die pro Liter gleiche Grammaquivalente 
enthielten: z. B. 0,1333 Grammolekeln NaCl, '/3 X 0,1333 
Grammolekeln Citrat usw. Ich habe mit diesen Salzen drei 
Versuchsreihen angestellt. In der ersten war der Salzgehalt 
0,0067 dquivalent, in der zweiten 0,0133 dquivalent und in 
der dritten 0,04. Der Milchsauregehalt war der, der die opti- 
male Reaktion gab; dazu wurde auf 10 ccm 1 ccm Milchséure 
1,8 n gegeben. In der ersten Reihe mit den niedrigsten Salz- 
konzentrationen, welche wohl die Salzwirkungen am reinsten 
zeigte, wurden auch die C,, bestimmt und zwar vor und nach 
der Pepsinwirkung. Im letzten Falle war die verwendete Pepsin- 
ldésung durch sehr allmahliches Erhitzen, wobei die Lésung 
homogen bleibt, inaktiviert. Das Pepsin, 10 mg, wurde wieder 
in 50 cem Oxalsadure 0,008 n geldst. In der ersten Versuchs- 
reihe wurden die verschiedenen Rohrchen verschieden lange 
Zeit digeriert, das mit Sulfat versetzte ROhrchen muBte laingere 
Zeit digeriert werden, um eine mefbare Digestion zu erhalten. 
Die erhaltenen Ablesungen am Kolorimeter wurden aber auf 
5 Minuten korrigiert (siehe umstehende Tabelle). 

Man sieht aus dieser Tabelle XX, da erstens die H-Ionen- 
konzentration nur unbedeutend variiert und da in dieser 
milchséurehaltigen LOsung durch diese Variationen an sich 
keine merklichen Anderungen der Quellung und der Digestion 
hervorgerufen werden kénnen. Wir kénnen also sagen, dah 
die Zahlen fiir Quellung und Digestion uns die Salzwirkungen, 
das heift die Wirkungen der Kationen, aber besonders der 
verschiedenen Anionen, vorzeigen. In erster Linie sehen wir 
wieder aufs deutlichste den Parallelismus zwischen Wirkung 
auf Quellung und Pepsinwirkung. Nur ist diese beim Nitrat 
ein wenig hdher als beim Chlorat, aber diese Differenz fiallt 
wohl innerhalb der Versuchsfehler; die Differenz der Quel- 


lungen ist hier auch sehr gering. 
17* 
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Tabelle 


XX. 


Versuche, um die Salzwirkungen zu studieren. Milchséure 0,18 n. Salz- 


konzentration in allen Réhrchen 0,0067 aquivalent. 15°. 

















SL. 
| | Skala 
Ver- | Salz | Quel- | | Dige- | Skala vy Messung des py sid ene des py nach 
suchs-| Na- | Juno son Kolori-| redu- | det Pepsinwirkung | der Pepsinwirkung 
ee a | 7 | dauer | ziert 
Nr. | trium | | ‘meter| sae » 4 r i . 
| mm | Min. | (5 Min.| (—) | P | H (—) P ‘H 
1 | Kein | 34 | 5 | 5,85] 5,85 | 0,1244 2,646 0,00226 0,1473 2,248] 0,00565 
2 | Citrat | 268 5 | 5,3 | 58  |0,1217/2,692 0.00203) 0,1374'2,420| 0,00380 
3 |Acetat')) 265; 5 5,1 5,1 | 0,1178 sien Wana 0,1366 2,435) 0,00367 
4 Chlorid | 25,41 5 | 48 | 48 | 0,1275/2,592/0,00256) 0,1468 2,257] 0,00553 
5 |Chlorat| 25,0 | 3 4,6 4,6 laBt sich nicht “— en Wir- 
6 | Nitrat | 38) 5 | 48 | 48 0,1801[2.548(0,00885) 0,147 2.253) 0,00559 
Bholaat | 18,1 9 | 2,0 | 1,1 | 0,1320/2.513'0,00307 0.1474 2,246) 0,00567 
Sulfat | 11,7| 20 | 28 | 0,7 |0,1205/2, 
Tabelle XXI. 

























































































Zweite Versuchsreihe mit Salzen. Bedingungen wie in Tabelle XX, 
aber die Salzkonzentrationen sind hier 0,0133 dquivalent. Digestions- 





























dauer 8 Minuten. 
Ver- | Salz | Quel- Skala 
suchs- lung aie: Bemerkung 
N Natrium Kolorimeter 
int. mm | 
1 | Kein | 34.7 6.9 Bei diesen zweimal gréferen 
; , Salzkonzentrationen = die 
2 | Citrat 913 4.9 Reihe ein wenig anders ge- 
. 1, : ordnet. Das Chlorid hemmt 
5 Acetat 20.6 5.3 hier am wenigsten. Der Par- 
: , allelismus zwischen Quellung 
4 | Chlorid 21.8 5,8 und Digestion ist aber auch hier 
: erhalten, wenn man von der 
5 | Chlorat 90.1 43 kleinen Abweichung beim Ci- 
| ; : trat absieht. Die verhiltnis- 
6 Nitrat 17,4 31 maBig groben Methoden zur Be- 
| : stimmung der Quellung und der 
7 ‘Rhodanat! 11,8 | etwas mehr als Sulfat | Digestion in Betracht gezogen, 
| ; ist die Ubereinstimmung sehr 
8 | Sulfat | 9,5 | nicht zu bestimmen geniigend. 


') D 


as Natriumacetat war zuvor mit Essigsdure neutralisiert. 
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Tabelle XXII. 


Dritte Versuchsreihe mit Salzen. Bedingungen wie in Tabelle XX, 
aber die Salzkonzentrationen 0,04 aquivalent. Digestionsdauer 18 Minuten. 








Ver- |} Saiz | Quel- Skala 
suchs- lung Bemerkung 
Natrium Kolorimeter 
Nr. mm 
1 Kein 37.5 B4 Hier ist die Reihe der Di- 
' gestionszahlen wie in der vori- 
2 Citrat 12 1,3 gen Tabelle, die der Quellungs- 
gréfen weicht ein wenig ab. 
3 Acetat 12.2 1,7 Weil hier aber die Quellung 
. schon zu gering geworden ist, 
4 Chlorid | 13,5 3 kann man auf diese Abweichung 
: kein Gewicht legen. 
5 Chlorat 13 1,2 
6 Nitrat 11 0.8 
7 |Rhodanat; 7,5 | etwas mehr als Sulfat 
8 Sulfat 7 nicht zu bestimmen 














Fassen wir die Resultate unserer Versuche zusammen, 
so kénnen wir sagen, daf die Salzversuche Resultate gegeben 
haben, die meine Voraussetzungen nur weiter bestatigt haben. 
Beim Studium der Wirkungsbedingungen des Pepsins darf man 
also den Zustand des Substrats nicht vernachlassigen, ja man 
mu8 diesen vielleicht in erster Linie betrachten. Vom Zu- 
stande des eigentlichen Enzyms wissen wir zurzeit nur, da’ 
es negativ geladen ist. Wo diese Ladung herriihrt, das 
wissen wir nicht sicher, obgleich wir vermuten kénnen, dab 
das Enzym sich mit den Anionen verbindet. Aber ob nun 
die Aktivitaét dieser Verbindungen mit dem Anion wechselt, 
das wissen wir noch nicht. Vorlaéufig scheint es mir, daf der 
Einflu8 der gelésten Stoffe auf das Substrat die Hauptrolle spielt, 
denn wenn der Zustand des Substrats der gleiche ist, scheint 
auch die Pepsinwirkung die gleiche zu sein. Das Auftreten 
und die Lage des Reaktionsoptimums, die verschiedene Wir- 
kung der verschiedenen Sauren und die Bedeutung von Salzen 
fiir die Pepsinwirkung, kurz alle Bedingungen der Pepsinwir- 
kung lassen sich jetzt von einem Gesichtspunkt klar machen. 

Wie ich schon zur Geniige bemerkt habe, sind die bis- 
herigen Versuche insoweit noch etwas vorliufig, als die 
Methoden zur Bestimmung der Quellung und auch der Pepsin- 
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wirkung. noch nicht besonders genau sind. Im_ speziellen 
wurde die Quellung von mir nur annihernd gemessen. Dazu 
kam dann noch, daB ich bisher in inhomogenen Systemen ar- 
beitete und man doch immer den Vorwurf machen kann, dai 
die LOsung des Fibrins nur ein besonderer Teil der Pepsin- 
wirkung sei. Es ist also unbedingt notwendig, die Versuche 
mit genaueren Methoden und im homogenen System zu wieder- 
holen. Um die Quellung von Eiweif8 genau zu_beurteilen, 
stehen uns verschiedene Wege offen. Es schien mir aber 
iberaus wichtig, nach den vorigen Versuchen, wobei Pepsin 
auf ungeliéstes Eiweif wirkte, jetzt es auf geléstes wirken zu 
lassen und so viel wie moglich dabei die weiter spaltende 
Wirkung zu studieren. Um in einer solchen Lésung den Quel- 
lungsgrad des EiweiBes genau zu beurteilen, ist es wohl am 
besten, die innere Reibung zu messen. Wir wissen doch aus 
den Untersuchungen von verschiedenen Autoren (besonders 
Wo. Pauli), dafB mit der Quellung die Viskositaét ansteigt und 
umgekehrt. Schwieriger ist es, den Fortschritt der Spaltung 
zu bestimmen. Die Formoltitration ist nicht brauchbar; ich 
hitte vielleicht durch fortgesetzte Bestimmung der H-lonen- 
konzentration den Gang der Spaltung messen k6énnen, denn 
beim Weitergehen der Spaltung dndert sich diese, sei es auch 
nicht sehr stark, aber die Bestimmungsmethode ist jetzt ziem- 
lich leicht und auch sehr genau, sodafi man eben diese nicht 
grofBe Anderung doch verfolgen kann. Doch habe ich zurzeit 
einen anderen Weg eingeschlagen und nach dem Vorgang 
von §S. P. L. Sérensen gearbeitet. Nach einer bestimmten 
Zeit habe ich die Digestionsfliissigkeit neutralisiert und mit 
Tannin versetzt, dann im Filtrat den Stickstoff bestimmt. 
Meine erste Versuchsreihe habe ich angestellt mit einer Lésung 
von lingere Zeit hindurch dialysiertem krystallisiertem Serum- 
albumin. Diese aus Pferdeserum dargestellte Lésung enthielt 
3,7°/o EiweiB; 10 ccm dieser Lésung wurden mit Wasser und 
wechselnden Mengen Salzséiure bis zu 16 ccm versetzt, dann 
4 ccm einer Pepsinlésung von 50 mg Pepsin in 50 ccm Oxal- 
siure 0,02 n zugegeben und sofort die Viskositét bei 18° 
bestimmt (mit einem fiir diesen Zweck geeigneten selbst ange- 
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fertigten Viskosimeter nach dem Ostwaldschen Prinzip). Die 
Ablaufzeiten variierten aber in der ganzen Reihe bei den sehr 
verschiedenen Siuregehalten nur von 120—12% Sekunden. Es 
zeigte sich also, dafs das Pepsin in wenigen Minuten bei 18° 
eine erhdhte Viskositaét wieder auf das Niveau der saurefreien 
Lésung zuriickfiihrt. Das heift, die Lésungen mit mittleren 
Sauregehalten, die ohne Pepsin gewifi eine grofe Viskositit 
gezeigt haben wiirden, lieben, nachdem Pepsin zugefiigt worden 
war und die Messung 5 Minuten nach dieser Zugabe ausge- 
fiihrt wurde, nur die Viskositét der LOsungen ohne oder mit 
sehr wenig Siure an den Tag treten. Das gequollene Eiweil 
wird also bei 18° schon in 5 Minuten vom Pepsin in der 
Weise angegriffen, daf die Quellung durch die Viskositiit 
nicht mehr mefbar ist. Diese eigentiimliche Pepsinwirkung, 
die bei 18° zu rasch verliuft, um sie verfolgen zu kénnen, 
soll bei niederer Temperatur studiert werden. Aber es hat 
sich also gezeigt, daf man auf diese Weise, auch bei noch 
so schnellem Arbeiten wie nur immer moglich, den Verlauf 
der Quellung mit dem Séuregrade nicht bestimmen kann. Ich bin 
dann auch bei der zweiten Versuchsreihe in der folgenden 
Weise verfahren. Zu einer ersten Reihe Lésungen wurde 
durch sehr langsames Erhitzen inaktiviertes Pepsin zugegeben, 
diese Reihe wurde fiir die Viskositits-Messungen gebraucht. 
Zu einer zweiten Reihe wurde unter sonst gleichen Umstinden 
aktives Pepsin zugefiigt und diese Reihe wurde fiir die Be- 
stimmung der Enzymwirkung benutzt. 

Ich gebrauchte fiir diese Versuche dialysiertes und filtriertes 
Pferdeserum. Nach der Dialyse und Filtration war der Eiweifgehalt 
5,3 °/o. Fir jeden Versuch wurden 10ccm Eiweiblisung mit accm 
Salzsdure 0,5016 n und 10—a ccm Wasser, dann mit 5 ccm 
aktivem oder inaktivem Pepsin versetzt. Wenn die Viskositat 
bestimmt werden sollte, wurde also inaktives Pepsin gebraucht 
und die Messung so bald wie méglich ausgefiihrt. Dazu waren 
GlasgefaBe, Pipette, Viskosimeter und Lésungen zuvor genau 
auf 18° gebracht, soda® sofort nach dem Mischen 10 ccm in 
das Viskosimeter pipettiert und die Messung angestellt werden 
konnte. Das Viskosimeter wurde nach jedem Versuch voll- 
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stindig rein und trocken gemacht. Diese schnelle Bestimmung 
ist auch hier, bei inaktivem Pepsin n6tig, weil, besonders in 
den starker sauren Fliissigkeiten, die innere Reibung auch 
ohne Enzym bald sehr merklich zuriickgeht. Hier mége ein 
Versuch mitgeteilt sein, woraus diese Tatsache deutlich her- 
vorgeht. Dazu braucht der Sdéuregehalt noch nicht einmal 
sehr grof zu sein.’) 


Tabelle XXIII. 


Abnahme der Viskositat von sauren Eiweifilisungen mit der 
Zeit. Salzsiuregehalt 0,00194n. 18°. 
> 








Zeit Viskositat 
iaatitiaas Ablaufzeit des Pu Leitfahigkeit Bemerkungen 
Viskosimeters 

0 155,4 3,460 | 1,322 x 10~° 
2 146,3 — — Ablaufzeit der séure- 
4 142.6 ae on freien Lésung 124,3 
6 138,1 — ijeexe* 

24 131,1 _ _ 

28 131,0 3,573 — 














Man sieht, da die innere Reibung in kurzer Zeit sehr 
merklica abgenommen hat, besonders in der allerersten Zeit 
nach der Séurezugabe ist diese Abnahme stark. Dieser ProzeB 
wird durch Pepsin auBerordentlich beschleunigt. Es ist wohl 
dieselbe Art der Eiweifizersetzung, die hier ohne Enzym langsam 
weiter geht, und die auch durch Pepsin hervorgerufen wird. 
Dieser Prozef faingt mit einer Zersetzung der grofen Eiweif- 
teilchen an und ist anfangs mit Hilfe der sich rasch andernden 
und besonders genau zu verfolgenden Viskositat, auch bei Ab- 
wesenheit des Katalysators zu messen. Fir die weitere Zer- 
setzung fehlt es uns an einer so empfindlichen Methode, um sie, 
wenigstens bei Abwesenheit des Pepsins messend zu verfolgen. 





‘) Compte rendu du XIme Congrés International de Pharmacie, 
La Haye, 1913. Tome II, p. 915. Man sieht, wie, ebenso wie bei der 
Pepsinwirkung, mit der Viskositét auch der py, sich andert. 
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Man sieht also auch in diesem Falle, daf, wenn man die 
Quellung bestimmen will und also die anfingliche Viskositat, 
man dann sehr schnell die Messungen anstellen muf. Ich 
habe dies denn auch 5 Minuten nach dem Zusammenbringen 
des EiweiBes und der Saéure getan. Folgende Tabelle XXIV 
gibt die Resultate. 


Tabelle XXIV. 


Bestimmung der inneren Reibung von Eiweif-Salzsaure- 

Lésungen. Dialysiertes filtriertes Pferdeserum; 5,32 °/o Eiweif. Inakti- 

vierte Pepsinlésung, 50 mg Pepsin (D) auf 50 ccm Salzsdure 0,011 n. 
Temperatur 18°. 


























Ver- 10 ccm ide, Ablauf- 
suchs- — ane Viskosi- silieieiaenel 
Nr. | Wasser |~”” 16 n!  neter 
ccm ccm Sek. his | p Cy 
1 10 0 127,2 | +0,03351 | 5,383 | 4,137 X 107° 
2 9,7 0,3 134.2 | —0,05246 | 3,893 | 0,000128 
3 93 | 0,7 163,8 | —0,0958 | 3,144 | 0,000722 
4 9,0 1,0 1788 | —0,1215 | 2,695 | 0,002016 
5 8,6 1,4 179,6 | —0,1468 | 2,257 | 0,00554 
6 8,2 1,8 172.0 | —0,1632 | 1,973 | 0,01063 
7 7,7 23 162,5 | —0,1764 | 1,744 | 0,01803 
~ 6,5 3,5 148 —0,1942 | 1,436 | 0,03664 
9 | 40 | 60 | 1422 | —o0,2107 | 1,150 | 0,0708 








Ablaufzeit von reinem Wasser 108,8 Sekunden. 

Figur II gibt die Viskositétskurve, p,, als Abszisse(a). Man 
sieht bei abnehmendem py den steilen Anstieg und den lang- 
samen Abstieg nach Uberschreitung des Maximums. Dieses 
letztere liegt bei py = 2,5. Nach meiner Auffassung und wenn 
keine anderen Umstinde stérend herbeitriten, wiirde dieser 
Punkt wesentlich mit dem Reaktionsoptimum des Pepsins zu- 
sammenfallen. Sehen wir uns nun nach den Werten, die von 
Sdérensen und Michaelis gefunden sind, um, so finden wir, 
daf der erste fiir das Optimum py = 1,63 bis 2,26, der zweite 
1,8 bis 1,4 angibt. Sérensen bemerkt ausdriicklich, dab, je 
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linger die Versuchszeit, desto mehr py nach der sauren Seite 
verschoben wird, er weist auf die Pepsinzerstérung bei nie- 
deren Siéurekonzentrationen hin, wodurch bei langerer Ver- 
suchsdauer das Optimum nach der sauren Seite hinricken 
mu. Ich fand in den obigen Versuchen mit Salzséure das 


ee Be 
> FProrzente N 


—> Viskositas 





sae 
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Optimum bei etwa py = 2,05 bei sehr kurzer Versuchsdauer 
(10 Minuten) und 15°. Tabelle XIX. Wir kénnen also gleich 
feststellen, daB diese Werte sich nicht allzusehr von py = 2,5 
entfernen. Aber fiir die bestehenden Differenzen lassen sich 
mehrere Griinde anfiihren. Zuerst habe ich die Viskositiit 
zwar beinahe in dem Moment der Darstellung der Lésungen 
gemessen, aber doch nicht ganz, und gerade in den ersten 
Minuten wird die Anderung der Viskositét mit der Zeit am 
groBten sein. Das richtige Viskositétsmaximum muB also sicher 
ein wenig nach der Seite des kleineren p,, liegen. Denn die 
in den stirker sauren LOsungen besonders ausgepragte Ab- 
nahme der Viskositaét mit der Zeit macht, daB man das Maxi- 
mum doch immer etwas zu hoch findet (py zu gros). Bei den 
Digestionsversuchen, besonders bei denen mit langerer Ver- 
suchsdauer, gibt es mindestens zwei Umstinde, welche das 
Digestionsoptimum nach der Seite der kleinen p,, hinzuriicken 
trachten. Der erste ist der schon von Sé6rensen angegebene, 
nimlich die Pepsinzerstorung, welche bei gréferen py zu- 
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nimmt. Der zweite ist aber die Wirkung der Siiure selbst, 
bei gréferen Siuregehalten ist diese nicht mehr zu vernach- 
lassigen. Daf die Maxima von Viskositit und Pepsinwirkung 
etwas auseinandergehen, braucht uns also nicht zu wundern, 
im Gegenteil, wir kénnen es nichts anders erwarten. Ich will 
nun die zweite Versuchsreihe, mit aktivem Pepsin, beschreiben. 
Hierbei wurde dieselbe, aber jetzt unerhitzte, Pepsinlésung 
gebraucht und auch sonst alles wie in der ersten Versuchs- 
reihe belassen. Von einigen der Lésungen wurde die Vis- 
kositat bestimmt und zwar in derselben Weise und Zeit wie 
in der ersten Reihe, wobei Viskosimeter, Pipetten, L6sungen 
usw. zuvor auf genau 18° gebracht wurden und gleich nach 
dem Zufiigen der Siure und der Pepsinlésung die Messung 
angestellt wurde. Man sieht dabei wieder, wie das Enzym 
nahezu augenblicklich schon bei 18° die Viskositét auf die- 
jenige der sdurefreien Lésung zuriickbringt. Weiter wurde 
die H-Ionenkonzentration bestimmt und zwar nach der Pepsin- 
wirkung. Die Digestionsdauer betrug 4 Stunden. Nach dieser 
Zeit wurde ein Teil der Lésung auf Eis bewahrt bis zur Zeit 
der Gaskettenmessung und ein anderer Teil, 10 ccm, wurde 
in einen Mefikolben von 50 ccm gebracht, sofort mit der genau 
berechneten Menge NaOH neutralisiert, dann 2 ccm Natrium- 
acetat (2 molekular) und 6 ccm Tanninlésung (15°/o) zu- 
gegeben und mit Wasser auf 50 ccm angefiillt. Nach 48 Stun- 
den wurde filtriert (sogenannter Baryt-Filter von Max Dreser- 
hoff) und in 25 ccm des Filtrats der Stickstoff nach Kjeldahl 
bestimmt. Diese 25 ccm wurden zuerst in kleinen Zersetzungs- 
kolben (50 ccm) im Wasserbade in trockenem NH,-freiem Luft- 
strome nach Zugabe von mit P,O, versetzter Schwefelsiure 
bis auf ein sehr kleines Volumen eingeengt, sodann tiber freier 
Flamme nach Zugabe von einem Tropfen Quecksilber zersetzt. 
Man vermeidet so jeden Verlust durch Stofen der Fliissigkeit. 

In der Tabelle XXV sehen wir, was die Viskositat anbetrifft, 
statt, wie in der vorigen Versuchsreihe, wo ich eine Steigung 
der Ablaufzeiten (die wir mit fiir uns geniigender Genauigkeit 
proportional der inneren Reibung setzen) von 52,4 Sekunden 
fand, daf hier nur eine von 9,2 Sekunden auftritt. Daf das 
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Tabelle XXV. 


Bestimmung der Pepsinwirkung auf Serum-Sédure- 
Gemische in 4 Stunden bei 37°. 
Pepsinldsung wie in Tabelle XXIV, aber aktiv. 5ccm Pepsinlésung. 





























10 ccm Sal | Ablaut- pe sel 
Ver- /Serum il zeit des oo Messung des py 
suchs-| —+- . Viskosi- | durch Tan- 
Nr. Wasser|2°016n meters — 
geschlagen 7 C 
ccm | ccm Sek. o/, P H 
1 | 10 0 124,4 1,53 |+-0,03803| 5,462 | 3,454 x 106 
2 97 | 03 _ 6,11 |—0,02279| 4,407 | 3,915 x 10—> 
3 93 | 0,7 | 1308 | 13,07 |—0,05587! 3,834 | 1,466 x 10—* 
4 9,0 1,0 one 18,03 |— 0,07368) 3,525 | 2.985 x 10—* 
fy 8,6 1,4 | 1318 | 23,47 |—0,08975| 3,246|5,67 «1074 
6 82 | 1,8 _ 25,0 |—0,1150 | 2,809}  0,00155 
7 7,7} 23 | 133,6 | 25,66 |—0,1516 | 2,175]  0,00669 
8 65 | 35 — 25,09 |—0,1829 | 1,632}  0,0234 
y 40 | 60 | 130,8 | 25,09 |—0,2060 | 1,231]  0,0588 























Maximum hier verschoben scheint, hat selbstverstandlich bei 
der so schnellen Veranderlichkeit der Viskositét gar keine Be- 
deutung. Was nun das Wirkungsoptimum des Pepsins anbe- 
trifft, so war bei genauer Arbeit nur eine Ubereinstimmung 
mit den sehr zuverlassigen Daten von Sérensen zu erwarten 
und so konnte diese Versuchsreihe dann auch nichts wesentlich 
Neues liefern. Wir sehen denn auch, da8 hier das Optimum 
bei py = 2,2 am Ende und py = 1,74 am Beginne der Di- 
gestion gefunden wird. Weiter sehen wir auch hier wieder 
die groke optimale Reaktionsbreite. Zwischen py = 2,8 bis 
1,2 andert sich unter meinen Versuchsbedingungen die Pep- 
sinwirkung nur unbedeutend. Dieser Verlauf ist uns jetzt, 


da wir den der Viskositét und dazu die vielen stérenden 
Umstinde kennen, vollig begreiflich. Diese Umstinde spielen 
aber besonders eine bedeutende Rolle bei den staérkeren Saure- 
konzentrationen und so sehen wir denn auch in Fig. II, wie 
die Digestionskurve (b) in ihrem aufsteigenden Ast parallel der 
Viskositatskurve (a) verlauft. Der andere Ast ist viel schwacher 
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absteigend. Fassen wir die Resultate der Untersuchungen tiber 
die Digestion von SOrensen, Michaelis und dieser Versuchs- 
reihe zusammen, so glaube ich, dab, wenn man sie mit der 
Viskositatskurve vergleicht, sie meine Voraussetzung tiber Zu- 
sammenhang zwischen Pepsinwirkung und Zustand des Sub- 
strats, speziell die Quellung, recht gut bestiitigen. Die ver- 
haltnisméBig geringen Abweichungen kénnen ohne Zweifel durch 
die genannten Umstiande leicht und ohne jeden Zwang erklart 
werden. 

In einer folgenden Mitteilung sollen diese Versuche an 
Eiweifblésungen fortgesetzt und auf andere Sauren ausgedehnt 
werden; dazu sollen dabei die Salzwirkungen in diesen homo- 
genen Systemen niher mit meiner Hypothese gepriift werden. 

Zum Schluf méchte ich bemerken, wie sehr die Viskosi- 
tatskurve vollig den Typus von vielen Enzymwirkungskurven 
aufweist. Dies fallt beim Vergleichen z. B. mit den Ptyalin- 
wirkungskurven!) und auch von anderen Enzymen sofort auf. 
Es scheint mir denn auch gar nicht unwahrscheinlich, daf bei 
diesen andern Enzymen der Einflu8 der H-lonenkonzentration 
auf die Wirkung groftenteils durch den Einfluf auf den Zustand 
des Substrats erklart werden mu. Es liegt z. B. nahe, bei 
Trypsin daran zu denken, daf hierbei die Quellung im alka- 
lischen Milieu eine Rolle spielen muf. Diese Fragen modgen 
aber in einer spateren Mitteilung naher diskutiert werden. 


Zusammenfassung der Resultate. 


1. Das Pekelharingsche Pepsin hat keinen iso-elek- 
trischen Punkt (Punkt der minimalen Aufladung), es ist in 
sauren L6sungen immer negativ geladen. 

2. Das Pepsin bindet sich an Eiweifstoffe und Albumosen, 
nicht an Aminosiuren. Es verbindet sich also mit denjenigen 
Stoffen, auf die es eine enzymatische Wirkung ausiibt. Hat 
man es an derartige Stoffe gebunden, so tiéuscht es einen iso- 
elektrischen Punkt vor; das tun auch die unreinen Handels- 





') Siehe z. 8. die Abhandlung von van Trigt und mir, Diese Zeit- 
schrift, Bd. 82, S. 495 (1912). 
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priparate. Das Enzym ist jedoch immer nur zu einem gréferen 
oder kleineren Teil gebunden, nie ganz; deshalb bewegt es sich 
immer (der nicht gebundene Teil), auch bei Anwesenheit von 
Kiweif oder Albumosen und stark saurer LoOsung, zum Teil 
zur Anode. Merkwirdigerweise bindet es sich, wie gesagt, 
nicht an Aminoséuren, obgleich die entgegengesetzte Ladung 
eine Bindung (oder Adsorption) erwarten lassen wiirde. 

3. Die Bindung von H- und Cl-Jonen an Pepsin und an 
Albumosen ist im grofen und ganzen nicht verschieden; in 
schwachsauren Lésungen werden viel mehr H- als Cl-Ionen 
gebunden, bei zunehmender Saéurekonzentration gleichen sich 
die gebundenen Mengen immer mehr aus, bis sie bei etwa 
0,1 n HCl (beietwa 1 Prozent Eiweif), py = etwa 1, nahezu gleich 
sind. Dieses Verhalten des Pepsins ist mit seiner negativen 
Ladung nicht in Ubereinstimmung, man wird geneigt sein, die 
alte Vermutung von Pekelharing, daf im Pepsin eine Ver- 
bindung vorliegt von einem Eiweifkorper und dem Enzym, 
wieder aufzufassen. Um so mehr, als bei genauer Betrach- 
tung das Pepsin doch vielleicht etwas mehr Chlor als die Al- 
bumosen bindet. Der Eiweifikorper wiirde sich dann wie die 
Albumosen, das Enzym selbst aber anders verhalten, insoweit 
dieses nur Cl- (im allgemeinen Anionen) Ionen bindet. Dessen 
Menge ist aber verhiltnismaBig wohl sehr gering. 

4. Mit dieser Auffassung steht das Verhalten im elek- 
trischen Felde nicht im Widerspruch, das Enzym bewegt sich 
anodisch, die Hauptmenge des Eiweifes aber kathodisch. Die 
Verbindung ist wohl zum Teil in saurer Loésung immer aus- 
einandergefallen. 

5. Etwas befremdend bleibt es nur, warum das Enzym sich 
verbunden mit gewohnlichem Eiweif oder mit Albumosen, 
wohl, mit dem eigentiimlichen Eiweifikérper, mit dem es im 
Pekelharingschen Pepsin verbunden ist, aber niemals zur 
Kathode bewegt. Dies kann entweder durch die Mengenver- 
hiltnisse (denn wir haben gefunden, dafi das reine Pepsin 
ziemlich grofer Mengen Albumosen bedarf zur Umkehrung seiner 
Bewegung im elektrischen Felde) oder durch die Annahme, 
daf die Bindung mit dem urspriinglichen Eiweifkorper in 
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saurer Loésung nahezu ganz auseinandergefallen, die Bindungs- 
aviditat in saurem Milieu also nur sehr gering sei, erklart 
werden. 

6. Die Besonderheit, dai das Pepsin ein Flockungsopti- 
mum besitzt, kann vielleicht so erklirt werden, dab die Eiweif- 
komponente dieses aufweist. Bei der Reaktion des Optimums 
wiirde dann entweder das Enzym an das Eiweifi gebunden sein, 
oder jedenfalls, wenn das Eiweif ausfallt, das Enzym mit in 
den Niederschlag gehen (wenigstens zum grOften Teil). 

7. Die(von Pekelharing entdeckte) eigentiimliche Pepsin- 
reaktion, Koagulation bei schnellem Erhitzen in salzsaurer L6- 
sung, vollig parallel der Zerstérung des Enzyms, wird wahrschein- 
lich von der Verbindung gegeben oder beruht wenigstens auf 
der Anwesenheit der Eiweifikomponente. Denn bei sehr lang- 
samer Erwarmung tritt keine Koagulation auf. Hierbei wird 
die eine Komponente, das Eiweif, sicher allmihlich verdaut. 

8. Die Loéslichkeit des Merkurochlorids in reinem Wasser 
wird wohl am besten durch die Zahl C,,,. = 1,83 X 10~® ge- 
geben. Diese Zahl weicht ein wenig ab von der von Behrends 
gegebenen. 

9. Die Dissoziation von «EiweiBchlorid» wird bei einer 
Salzséurekonzentration von etwa 0,1 n HCI (und bei etwa 1°/o 
Kiweif) und p,, = 1, p,, = 1 wieder nahezu zuriickgedrangt- 
Bei dieser Séiurekonzentration muB also die Ladung (und Quel- 
lung) des Eiweifes wieder sehr gering sein. 

10. Beim Studium der Wirkungsbedingungen des Pepsins 
darf man den Zustand des Substrats nicht aufer acht lassen. 
Uber den Zustand des Pepsins in seiner Abhingigkeit von den 
Konzentrationen der Kationen, besonders Wasserstoffionen, 
und der Anionen wissen wir zurzeit wenig. Wir wissen nur, 
daB das eigentliche Enzym, wohl durch Bindung von winzigen 
Mengen Anionen, in sauren Loésungen immer negativ geladen 
ist; weiter, daB es sich mit dem Substrat, wenigstens zum 
Teil, verbindet. Den Zustand des Substrats kennen wir, in 
seiner Abhangigkeit von der Zusammensetzung der Lésung, 
ziemlich gut, und dieser scheint mafigebend zu sein. Denn 
wenn der Zustand des Substrats der gleiche ist, dann scheint 
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auch die Pepsinwirkung, unabhingig von den Konzentrationen 
der H- oder anderen [onen, dieselbe zu sein. 

11. Es hat sich gezeigt, daB ein inniger Zusammenhang 
besteht zwischen Pepsinwirkung und Quellung der EiweiBstoffe. 
Dies ist eigentlich wohl zu erwarten, denn erstens bietet das 
Eiweif bei stiirkerer Quellung dem Enzym eine gréBere Ober- 
fliche und zweitens ist das bei der Hydrolyse bendtigte Wasser 
in gequollenem Zustand vom Eiweifkomplex schon aufge- 
nommen und sozusagen zur Stelle anwesend. 

12. Bei genauerer Betrachtung zeigt sich, daf der Ver- 
lauf der Wirksamkeit des Pepsins auf Eiweif, entweder un- 
gelést oder in geléstem Zustande, bei zunehmendem Sdure- 
gehalt parallel dem Quellungsgrade des Eiweifes geht. Das 
Auftreten eines Reaktionsoptimums hangt in erster Linie mit 
dem Auftreten eines QOuellungsmaximums zusammen. Beide 
Maxima fallen nicht ganz zusammen, fiir diesen Umstand 
lassen sich aber mehrere Griinde anfiihren. Erstens die Zer- 
stdrung des Pepsins, die besonders bei groferem p,, be- 
deutender ist; zweitens die Unmdglichkeit, die Quellungskurve 
mit absoluter Genauigkeit zu bestimmen, und zwar weil in 
den Loésungen mit kleinerem p,, besonders in den ersten 
Minuten die Viskositaét, die als Ma der Quellung dient, ziem- 
lich schnell abfallt; durch diesen Umstand wird das schein- 
bare Quellungsoptimum nach der Seite der grdfSeren p,, ver- 


schoben. Dann kommt noch dazu die Wirkung der Saure, 
die bei gréferer Konzentration nicht zu vernachlassigen ist, 
und die das Wirkungsoptimum des Pepsins, gleich so wie die 
Zerstérung des Enzyms in weniger sauren Lo6sungen, nach der 
stirker sauren Seite verschiebt. In Salzsiureldsungen wurde 
das Quellungsmaximum bei p,, = 2,5, das Wirkungsoptimum 
bei etwa 2,1 gefunden. Selbstverstaindlich werden die Zer- 
stérung des Pepsins und die Saurewirkung an sich umsomehr 
Einflu8 haben, je linger die Versuchsdauer. 

13. Die Viskositét, die anfanglich im Quellungsmaximum 
sehr hoch ist, sinkt spontan, besonders in den ersten Minuten, 
ziemlich stark ab. Das muf einer Zersetzung der Eiweif- 
komplexe zugeschrieben werden, wobei Spaltstiicke entstehen, 
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die die Viskositiit weniger beeinflussen. Wir miissen aber an- 
nehmen, dal} diese Spaltstiicke, obgleich die Viskositaét nicht 
mehr so hoch ist als anfangs, doch fiir sich auch stark ge- 
quollen sind, obgleich nicht die Quellungsmaxima des urspriing- 
lichen EiweiBes und der allmahlich entstehenden Abbauprodukte 
ganz bei der nimlichen Reaktion zu liegen brauchen. Die 
Quellung der Spaltsttiicke kénnen wir aber mit dem Viskosi- 
meter nicht so genau mehr verfolgen. Das Absinken der Vis- 
kositéit wird vom Pepsin auBerordentlich beschleunigt. 

14. Das Reaktionsoptimum fiir die Pepsinwirkung ist in 
Lo6sungen von verschiedenen Sauren im allgemeinen verschieden. 
Weil die Pepsinwirkung maximal ist im Quellungsmaximum, 
so muf$ man fragen: bei welchen Konzentrationen der Siiuren 
ist die Quellung maximal? Das hangt aber nicht nur von den 
H-Ionen, sondern ebenso von den Anionen ab. So fallt das 
Optimum der Pepsinwirkung bei Schwefelséiure, wegen der 
starken lyophilen (hydrophilen) Eigenschaften des SO,-lons, 
bei bedeutend niedriger H-Ionenkonzentration als bei z. B. 
Milchséure oder auch Salzséure. Ganz verstindlich ist auch 
die tiberhaupt schwache Wirkung von Pepsin in Schwefelséure- 
lOsungen. 

15. Essigsiure bietet die Besonderheit, dal} Quellung statt- 
findetin wasserreichen, aber auch noch in sehr wasserarmen Ge- 
mischen. Nur in den ersten, wo wahrscheinlich bei der Quellung 
Wasser aufgenommen wird, kann das Pepsin wirken, in den sehr 
wasserarmen LOsungen, wo wohl Essigsiure bei der Quellung 
aufgenommen wird, wirkt Pepsin nicht. Deshalb ist bei 
dieser Saure in den wasserarmen Lésungen kein Parallelismus 
zwischen Quellung und Digestion. 

16. Die Wirkung von Salzen auf die Pepsinwirkung wird 
von unserem Gesichtspunkt auf einmal iibersichtlich. Die Salze 
mit stark hydrophilen Ionen (in sauren Loésungen also be- 
sonders SO, und NCS) miissen die Pepsinwirkung am meisten 
hemmen. Die Versuche mit 7 Natriumsalzen ergaben, dab 
man diese Salze in folgender Reihe von zunehmender hem- 
mender Wirkung auf die Pepsinverdauung ordnen kann: Ci- 
trat < Acetat < Chlorid < Chlorat < Nitrat < Rhodanat < Sulfat 


18 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, XCY. 














258 W.E. Ringer, Weitere Studien am Pekelharingschen Pepsin. 


(in gr6Beren Konzentrationen kann sich die Reihe etwas andern) 
und daf} in derselben Ordnung die Quellung in zunehmendem 
Mage beeinflubt wird. 

17. Es liegt nahe, auch bei anderen Enzymen daran zu 
denken, daf der Zustand des Substrats eine grofe Rolle 
spielen muf. Wenn man den Typus der Viskositats-(Quellungs-) 
Kurve mit den Kurven der Enzymwirkung (Trypsin, Ptyalin) 
vergleicht, wird man sehr geneigt sein, fiir diese anderen En- 
zyme etwas derartiges wie bei Pepsin zu vermuten; z. B. bei 
Trypsin an die Quellung im alkalischen Milieu zu denken. 
































Experimentelle Studien iber den Nucleinstoffwachsel. 
III. Mitteilung. 


Hochmolekulare, krystallisierte Spaltstucke der Hefenuclein- 
saure. 
Von 
S. J. Thannhauser und G. Dorfmiiller. 


(Aus der II. Medizinischen Klinik zu Miinchen, F. v. Miller). 
(Der Redaktion zugegangen am 29. September 1915.) 


In der ersten Mitteilung «Experimentelle Studien tiber den 
Nucleinstoffwechsel»!) beschrieb der eine von uns ein hochmole- 
kulares Spaltstiick der Hefenucleinsaure, die « Triphosphonuclein- 
sdure von der wahrscheinlichen Zusammensetzung C,,H,,0,,N,,Ps. 
Diese Séure wurde durch Verdauung der Hefenucleinsaure (Bih- 
ringer) mit menschlichem Duodenalsaft erhalten. Charakteri- 
siert ist diese Substanz durch ein einheitlich krystallisierendes 
Brucinsalz vom S. P. 200—205° und durch die Drehung des 
polarisierten Lichtes [a],, = — 19,6. Bei der alkalischen Hydro- 
lyse unter Druck wurden aus dieser Substanz Guanosin, Adenosin 
und Cytidin erhalten. Durch die Darstellung der Triphospho- 
nucleinséure mittels menschlichen Duodenalsaftes war zum 
erstenmal Einblick gewonnen in die ersten Stadien des 
menschlichen Nucleinabbaus. Ein eingehenderes Studium der 
chemischen Konstitution dieser wichtigen Substanz und eine 
Erforschung ihres weiteren Abbaues im intermediiiren Stoff- 
wechsel war durch die miihsame Gewinnung des zu_ ihrer 
Darstellung nétigen Duodenalsaftes sehr erschwert. Es mubte 
daher ein rein chemischer Weg gefunden werden, der zu dem 
gleichen Spaltstiick wie die enzymatische Hydrolyse fiihrte. 
Es ist uns gelungen, aus Hefenucleinséure durch Hydrolyse 





1) S$. J. Thannhauser, Diese Zeitschrift, Bd. 91, S. 329 (1914). 
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in ammoniakalischer LOsung unter ganz geringem Druck eine 
Substanz als Brucinsalz zu isolieren, die nach Schmelzpunkt 
5S. P. 205 und Analysendaten mit der Triphosphonucleinsdure 
identisch sein diurfte. Zudem konnten wir noch ein weiteres 
Spaltstiick als krystallisiertes Brucinsalz S. P. 182—185° fassen 
und zur Analyse bringen. Die beiden Spaltstiicke wurden auch 
bei ammoniakalischer Hydrolyse ohne Druck erhalten. Wir 
behalten uns vor, auch andere Nucleinséuren unter den von 
uns angewandten Bedingungen der alkalischen Hydrolyse zu 
studieren. Durch unsere Einberufung zum Heeresdienst wurde 
die Arbeit vor Jahresfrist unterbrochen. Wir sehen uns daher 
veranlabt, iber die noch unvollstandigen Ergebnisse vorlaufig 
zu berichten. 

50 g Hefenucleinsiure (BOhringer) werden in einer 
Mischung von 40 ccm 25°/oiger AmmoniaklOsung und 210 ccm 
Wasser gelést und die Lésung im Autoklaven bei 120—125° 
13/s Stunden lang hydrolysiert. Die erkaltete L6sung wird 
in 800 ccm gutgekiihlten Alkohol (96°/o) eingegossen. Nach 
lingerem Stehen wird die grauweifie hygroskopische Fiallung 
abgenutscht, in kaltem Wasser gelést und aus der Losung 
in Siedehitze mit heifer Bleiessiglésung (D. A. B.) die Saure 
als ein weifigrauer Niederschlag ausgefallt, der nach Absaugen 
in kaltem Wasser aufgeschwemmt und mit Schwefelwasserstoff 
zerlegt wird. Nach kurzem Aufkochen saugt man vom Blei- 
sulfid ab, konzentriert das Filtrat im Vakuum bei 30—35° 
auf ca. 40 ccm und setzt zur goldgelben Lésung solange Alkohol 
(96°/o), als eine gallertartige hygroskopische Fillung entsteht. 
Sie wird nach Abnutschen in lauwarmem Wasser gelést. Die 
Lésung wird im Vakuum bei 30—35° auf ungefahr 35 ccm 
konzentriert und hierauf in 400 ccm Alkohol (96°/o) unter 
stiindigem Riihren eintropfen gelassen. Die weife Fallung 
wird abgesaugt und sofort mit absolutem Alkohol und Ather 
nachgewaschen. Ausbeute 2—3 g. 

Die Darstellung des Brucinsalzes der Séure erfolgt am 
besten in nicht allzugroBen Portionen. 2 g der Siure in 25 ccm 
heiBem Wasser gelést, werden mit 4 g wasserfreiem Brucin, 
gelist in 8 ccm siedendem Alkohol, versetzt. Die sehr rasch 
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ausfallende Rohkrystallisation wird aus siedendem Wasser um- 
krystallisiert, mit Alkohol nachgewaschen und mit Chloroform 
ausgekocht. Ausbeute 2g. S. P. ca. 205. 

Als Analysenmaterial wurde tber das Silhersalz ge- 
reinigtes Brucinsalz verwendet. Zu diesem Zweck wurde das 
Brucinsalz in viel warmem Wasser suspendiert und mit Am- 
moniaklésung versetzt. Es geht sehr rasch alles in Lésung. 
Man filtriert schnell von geringer Verunreinigung ab, kiihlt 
die Lésung durch Stehen in Eis ab und konzentriert nach Ab- 
saugen des ausgefallenen Brucins das Filtrat bei 30° im 
Vakuum. Hierauf fillt man mit Silbernitrat, bis kein Nieder- 
schlag mehr entsteht, nutscht das ausfallende weibe Silbersalz 
ab, suspendiert es in kaltem Wasser und leitet Schwefel- 
wasserstoff ein. Die vom Schwefelsilber abfiltrierte Lésung 
wird bei 30° konzentriert und portionenweise mit Brucin in 
sehr wenig siedendem Alkohol gelist, versetzt. Das aus- 
fallende HRohkrystallisat wird aus siedendem Wasser um- 
krystallisiert, mit Alkohol nachgewaschen und mit warmem 
Chloroform ausgekocht. Das Brucinsalz wurde tiber Phosphor- 
pentoxyd bei 100° bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. (125.) 


Analyse: 
0,1577 g Substanz 0,3407 g CO,; 0,0862 g H,O 
0,1613 » » 14,8 ccm N (bei 17°, 760 mm) 
0,2200>  » 0,0231 g Mg,P,0, 
Cy .HygN,,0,3P5(C,,H..N,O,), 
Berechnet: C = 58,82°9/6 H=5,77% N==109 P= 2,88 
Gefunden: C = 58,92% H==6,07°9o N==10,7 P= 2,94%. 
Wie schon erwahnt, wurde zu der, nach Zerlegung des 
Bleisalzes mit Schwefelwasserstoff und darauffolgender Kon- 
zentration erhaltenen goldgelben Lésung nur solange Alkohol 
gesetzt, als ein gallertartiger Niederschlag entsteht. Aus dem 
Filtrat hiervon konnte ein Brucinsalz erhalten werden, welches 
einen niedrigeren Schmelzpunkt aufweist und dessen Analysen- 
werte von jenen des bei 205° schmelzenden Salzes abweichen. 
Die von der gallertartigen Fillung abgesaugte Loésung 
wurde im Vakuum bei 30—-35° sehr stark konzentriert, in 
300 ccm absolutem Alkohol unter stindigem Riihren tropfen- 
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weise eingetragen und die ausfallende hygroskopische Substanz 
nach Abnutschen mit absolutem Alkohol und Ather sogleich 
nachgewaschen. Die Substanz reagiert stark sauer und ist, 
einmal trocken, luftbestandig. Ausbeute 3—4 g. 

Zur Darstellung des Brucinsalzes wurden 3,3 g der Saure 
in 44cem warmem Wasser gelést, mit 6,6 g Brucin in 13 ccm 
siedendem Alkohol, versetzt. Das auskrystallisierende Brucin- 
salz wird nach Abkiihlen auf Zimmertemperatur abgenutscht 
und aus siedendem Wasser umkrystallisiert. Ausbeute 2,2 g. 
S. P. 177—184°. 

Das gleiche Brucinsalz konnte auch aus der alkoholisch- 
ammoniakalischen LOsung erhalten werden, die beim Eingiefen 
der hydrolysierten Hefenucleinlésung in Alkohol entsteht. Das 
durch Absaugen von der grauweifen hygroskopischen Fallung 
erhaltene Filtrat wird im Vakuum bei 30—40° stark kon- 
zentriert, in Siedehitze mit Bleiessig (D. A.B.) versetzt und 
die Fallung nach Absaugen in kaltem Wasser suspendiert, mit 
Schwefelwasserstoff in der Kialte zerlegt, aufgekocht, vom 
Schwefelblei abfiltriert und bei 30—35° im Vakuum das Filtrat 
sehr stark konzentriert. Die konzentrierte Lésung lait man 
in viel absoluten Alkohol unter Riihren eintropfen. Die abge- 
schiedene weife kriimelige Substanz wird abgesaugt, mit abso- 
lutem Alkohol und mit Ather nachgewaschen und getrocknet. 
Ausbeute 6g. S. P. 182—183°. 

Zu Analysenzwecken wurde das aus der Siure erhaltene 
Brucinsalz ebenfalls in der beschriebenen Weise tber das 


Silbersalz gereinigt. 


Analyse: 
0,1733 g Substanz 0,3706 g CO,; 0,0921 g H,O 
0,1556 » * 10,1 ccm N (bei 17° und 766 mm) 
0,1473 >» , 101 >» N(» 24° » 760 » ) 
0,2157 » > 0.0228 g Mg,P,0,. 
Gefunden: C = 58,329 H= 589% N+=7,6%o P = 2,98%o 
N = 7,7%e. 





















































Uber aus Proteinstoffen bei tiefgreifender Spaltung mit 
Salpetersdure erhaltene Verbindungen. 


II]. Mitteilung. 
Von 


Carl Th. Mérner. 





(Der Redaktion zugegangen am 25, September 1915.) 
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Einleitung. 


In einer vorhergehenden Abhandlung') ist tiber die Ent- 
stehung von Methylsulfosaéure bei Spaltung verschiedener 
Proteinstoffe mittels konzentrierter Salpeterséiure berichtet 
worden. Bei den fraglichen Versuchen (1—VII)?) wurden die 
in verschiedenen Stadien der Isolierung der Methylsulfosiure 
abgetrennten Fraktionen anderer Produkte gesammelt und 
zwecks weiterer Untersuchung aufgehoben. Diese Fraktionen 
waren, in jedem einzelnen Versuche: 

a) aus der durch Salpetersiéure sauren, konzentrierten 
Reaktionsmischung direkt isolierte Krystallmasse (= «Rohkry- 
stalle»); 

b) die durch freiwillige Verdunstung des Athers, womit 
die von «Rohkrystallen» befreite, saure HReaktionsflissigkeit 
ausgeschiittelt worden war, erhaltene Masse (= «Atherver- 
dunstungsrest»); 

c) die mittels Baryumhydroxyd und Spiritus (Volumen- 
verhiiltnis zwischen Spiritus und Wasser = 2:1) erhaltene 
kopiése Fallung (= «Ba-Spiritusfdllung 1»); 

d—e) die mittels Baryumhydroxyd und Spiritus (Volu- 
menverhiiltnis zwischen Spiritus und Wasser = 4:1) spater 
erhaltenen beiden Fallungen (= «Ba-Spiritusfdllung 2 
bzw. 3»). 

Die Resultate, tiber die im nachstehenden _berichtet 
werden soll, entstammen einer Bearbeitung von «Rohkry- 
stallen» (abgeschlossen), «Atherverdunstungsrest» (partiell) und 
«Ba-Spiritusfillung 1» (nur betreffs quantitativer Bestimmung 
von Oxalsiure.) 

1. Oxalsiure. 
Literatur. 


Die iilteste Angabe dariiber, daB Oxalsiure aus Protein- 
stoff (Eiereiweif) bei energischer Behandlung mit Salpeter- 


1) Diese Zeitschr., Bd. 93, S. 175—202 (1914). 

2) Vers. VII, der Glutin betrifft, bleibt hier der Hauptsache nach 
unberiicksichtigt, da bei diesem Versuch, infolge der vorbereitenden HCI- 
Hydrolysierung des Materials, der Reaktionsverlauf durch die Einwirkung 
von freiem Chlor in gewissem Grade kompliziert worden ist. 
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siure gebildet werden kann, ribrt von Hatschett') her. Die 
Tatsache ist des weiteren von mehreren spiteren Forschern kon- 
statiert worden, wie Mulder,?) Berzelius,*) Miihlhauser,‘*) 
Nencki und Sieber (Hamoglobin, Casein, Serumeiweif), *) 
v. Fiirth (Casein, Hornspéne),®) Habermann und Ehren- 
feld (Casein)?) und Sadikoff (Kollaine). *) 

Riicksichtlich der relativen GroBe der Oxalsiéiureausbeute 
beschrinken sich die Angaben im allgemeinen auf Ausdriicke 
wie «viel Oxalsiure», «reichliche Abscheidung» u. dgl. Be- 
stimmte Zahlenangaben findet man nur bei Habermann und 
Ehrenfeld, die aus 50g Casein 15 g direkt isolierte Kry- 
stalle von Oxalsiiure (entsprechend 21,4°/o0 wasserfreier Saure) 
erhielten, und bei Sadikoff, der bei Arbeit mit Tendo- 
kollagen, Thioglutan und Glutin fiir Totaloxalsiiure (wasser- 
frei)®) die Maximalwerte 32,3, 41,9 baw. 46,5°/o fand. Wie 
Sadikoff richtig betont, hingt die Menge der in der Re- 
aktionsmischung vorhandenen Oxalsiure von mehreren Fak- 
toren, besonders der Starke und Menge der Salpetersiure, 
der Temperatur und der Zeitdauer der Erwiirmung, ab, und 
«bedeutende Schwankungen. .. sind bedingt einerseits durch Zer- 
storbarkeit der entstandenen Oxalsiure, anderseits durch die 
kleine und ungleichmibige Geschwindigkeit der Oxalsiiure- 
bildung>». 

Wenn nachstehend die Resultate meiner eigenen Oxal- 
sdurebestimmungen angefiihrt werden, geschieht dies unter 
Beriicksichtigung der ebenerwiihnten Verhiiltnisse. Einerseits 
ist in den vorliegenden Fallen die Salpetersiurebehandlung 


*) Philosophical Transactions, 1799. 

*) Jahresber. ti. d. Fortschr. d. physisch. Wissenschaften von Ber- 
zelius, Bd. 19, S. 652 (1840). 

3) Ebenda, S. 655. 

*) Ann. d. Chemie und Pharmacie, Bd. 90, S. 171—181 (1854). 

°) Ber. d. deutsch. chem. Gesellsch., Bd. 18, S. 392—399 (1885). 

*) Uber die Einwirkung von Salpetersiiure auf Eiweifistoffe. StraB- 
burg 1899. 

‘) Diese Zeitschr., Bd. 35, S. 231—239 (1902). 

*) Biochem. Zeitschr., Bd. 21, S. 35—45 (1909). 

*) Bestimmt durch Ausfallung als Ca-Salz. 

19* 
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kraftig genug gewesen, um praktisch gesehen maximale Oxal- 
siiurebildung herbeizufiihren, anderseits aber muB, wiahrend 
des Fortgangs der Prozedur (besonders wihrend der Kon- 
zentrierungsperiode), bereits gebildete Siaure teilweise zerstort 
worden sein, weshalb die in der schlieflichen Reaktions- 
mischung vorhandene, zur Bestimmung kommende Oxalsaure 
ihrer Menge nach geringer ist als die wahrend der Reaktion 
insgesamt gebildete. Die angefiihrten Zahlen, die demnach 
den Charakter von Mindestwerten besitzen, diirfen wohl nichts- 
destoweniger als Beitriige zur Frage nach der Groéfe der bei 
der Spaltung von Proteinstoffen mittels konzentrierter Sal- 
petersiure in Wirklichkeit erhaltbaren Ausbeute von Oxal- 


siiure betrachtet werden. 


EKigene Versuche. 


Bei den betreffenden Versuchen ist Oxalsiéure erhalten 
worden teils in Form von Krystallen (1), den Hauptteil der 
«Rohkrystalle» darstellend (a) und (in geringerer Menge) ab- 
geschieden aus dem «Atherverdunstungsrest» (b), teils in Form 
von Ca-Salz (2) aus der letztgenannten Fraktion (genauer be- 
stimmt aus der Mutterlauge nach Abscheidung des K-Pikrats) (a) 
sowie aus «Ba-Spiritusfaillung 1» (b), in den beiden letztge- 
nannten Fillen unter Bearbeitung eines kleineren, aliquoten 
Teils, worauf auf die ganze Fraktionsmenge umgerechnet wurde. 

Ad 1, a). In der unter Vermeidung héherer Temperatur 
als Zimmerwiirme sorgfiltig getrockneten Masse von «Roh- 
krystallen» wurde (siehe unten S. 280) die Menge «Roh-p-Ni- 
trobenzoesiiure» bestimmt, die von dem Gewicht der «Roh- 
krystalle» subtrahiert wurde. 

Ad 1,b). Die fraglichen Krystalle, mit Ather gewaschen 
und an der Luft getrocknet, wurden direkt gewogen. 

Ad 2,a). Nachdem die Mutterlauge mit Wasser auf ein 
bestimmtes Volumen verdiinnt worden war, wurde eine kleinere 
Portion abgemessen, die auf 200 ccm verdiinnt wurde. Salpeter- 
siure wurde bis zu kraftiger Kongoreaktion zugesetzt; dabei 
ausgefallene, braune Flocken wurden entfernt. Ammoniak wurde 
in geringem Uberschu8 zugesetzt, darauf die Mischung mit 
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Essigsiiure schwach angesiuert. Die erwarmte Mischung wurde 
sodann mit Calciumchlorid in Uberschub versetzt. Nach 24 Stunden 
wurde abfiltriert: die Fallung wurde auf Filter nacheinander 
mit Wasser, Spiritus, Ammoniak und zuletzt mit Wasser (siedend 
heib) gewaschen. Das Ca-Oxalat wurde (durch Auflésung in 
verdiinnter HCl usw.) umgefillt. Titrierung mit " 10-Kalium- 
permanganat. 

Ad 2,b). Von dem luftgetrockneten, feinpulverisierten 
Material wurden 5 g abgewogen, die in Wiirme mit konzen- 
trierter Natriumcarbonatl6sung behandelt wurden. Aus dem 
mit Essigsiiure schwach angesduerten, angewiirmten Filtrat 
(+- Waschwasssr) wurde Ca-Oxalat ausgefillt, wonach so ver- 
fahren wurde, wie unter 2,a) angegeben ist. 

In jedem Falle wurde schlieBlich der erhaltene Zahlen- 
wert auf wasserfreie Oxalsiiure umgerechnet, worauf, innerhalb 


jeder der beiden Gruppen («1» bezw. «2») die dahingehodrigen 


a)- und b)-Zahlen addiert wurden. 














Tabelle 1. 
Material- | Oxalsiiure : wasserfrei): 
menge | Absolute Menge 
kg | g "lo 
7 | | A. 8848 ) | 
I. SerumeiweiB .......; #365 | ~ 1002,2 | 28,6 
| 2. 117,4 f | 
a | 1. 582.6 | 
Il. HihnereiweiB. . 2... | 3 ep ; ; 627,0, 209 
| | 2. 444 | 
If. Casein | 085 iidial 222.5) 26.5 
e Aas . . . . e e . - ) 8) ) 8 9 | oD | j 20.0 
| te i 
| 14. 84,7 
VI. Ovomucoid . | 0,25 | a 92,1) 36,8 
| 2. 10,4 J 
, , | 1. 245,4 | 
V. Haimoglobin. . ...... | Ss | . one | 270,2; 22.5 
| 2. 24, | 
| | eas 
11. 1159,3 
VI. Keratin (Schafwolle). .. . | 3 lo pag | 12281 409 
. iM, 


eee La‘) 715,7 28.6) 


') Die 1b)-, 2a)- und 2b)-Werte nicht bestimmt. 








268 Carl Th. Moérner, 


Dre durchschnittliche Ausbeute an Oxalséure 
(wasserfrei) macht, fiir die Versuche I—VI, 29,4 oder 
abgerundet 30°/o aus. 


Der Ursprung der Oxalsaure. 


Obwohl die Tatsache, dai Proteinstoffe bei Behandlung 
mit Salpetersiiure zur Entstehung von Oxalséure AnlaBb geben 
kénnen, schon seit lange bekannt ist, fehlt es doch bisher an 
jedem Versuch, festzustellen, welche besonderen Gruppen inner- 
halb des Proteinstoffmolekiils bei dieser Reaktion oxalsaure- 
bildend sind. Zur Beleuchtung dieser Frage schien es mir 
wichtig, systematisch so viele als méglich von den bisher mit 
Sicherheit bekannten, primiren Proteinstoffspaltungsprodukten, 
jedes fiir sich, hinsichtlich eines etwaigen Vermégens, bei 
Behandlung mit Salpetersiure in Wiirme zur Entstehung von 
Oxalsiiure zu fiihren, zu priifen. In dieser Beziehung habe ich 
in der Literatur nichts auber zwei vereinzelten Angaben, beide 
Tyrosin betreffend, gefunden. Strecker’) gibt niémlich an: 
«L&aBt man Salpetersiiure kochend auf Tyrosin einwirken, so er- 
halt man... beim Abdampfen nur Oxalsiure». Auch Thudichum 
und Wanklyn?’) konstatierten reichliche Oxalsiéurebildung. 

Das fiir die geplante Untersuchung erforderliche Material — 

siimtliche hierhergehérige Aminoséuren®) (nebst einigen diesen 
nahestehenden Verbindungen), sowie auch Reprasentanten der 
prostetischen Gruppen der Proteide umfassend — ist durch 
Kauf (von Kahlbaum, Berlin), durch Uberliefern seitens Kol- 
legen, durch Anwendung der Sammlungen des hiesigen Instituts, 
sowie durch Selbstdarstellung zusammengebracht worden. 
Meinen herzlichen Dank fiir wohlwollendes Entgegenkommen 
und wertvollen Beistand in dieser Beziehung erlaube ich mir 
hiermit auszusprechen den Herren Professoren I. Bang, Lund; 
EK. Fischer, Berlin; S.G. Hedin, Upsala; A. Kossel, Heidelberg ; 


') Ann. d. Chemie u. Pharmacie, Bd. 73, S. 70—80 (1850). 
*) Journ. of chem. Soc., Bd. 22, S. 277—292 (1869). 


8) Isoleucin ausgenommen. 
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P. A. Levene, New-York; K. A. H. Mérner, Stockholm, und 
S. P. L. Sérensen, Kopenhagen. 

Es erwies sich bald als notwendig — bevor die eigent- 
lichen Versuche angestellt wurden — zu versuchen, durch 
Kontrollversuche den Grad der Resistenz bezw. der ZerstOrung 
der Oxalsiiure bei Einwirkung von Salpetersiiure niiher kennen 
zu lernen. Erst wenn man diesbeziigliche Kenntnis erlangt 
hatte, war es moglich, an sich selbst notwendigerweise frucht- 
lose Versuchsanordnungen zu vermeiden. 


Kontrollversuche. 


Bei jedem Einzelversuch kam 0,175 g reine, krystallisierte Oxalsiure 
(entsprechend: 0,125 g wasserfreier Séure')) zur Verwendung. Salpeter- 


siure wurde von 4 verschiedenen Stirken verwendet: 


Reine «verd.» (25°%oig) .... =... =... 10ccm pro Versuch (A), 
» «etemee (Geis). 2 wee te ces & * 2 . (B), 
>» <sabsolut:s (96% cig)*) .. 2. + +e eee S , , (C), 

Rauchende (spez. Gew. 1,52, halogenfrei, von 

a a a es ? . (D). 


Oxalsiure -+- Salpetersiure wurde in einen Erlenmeyer-Kolben 
von 50 ccm eingefiihrt, der die ganze Versuchszeit iiber mit einem Uhr- 
glas bedeckt gehalten wurde. Die E:1warmung geschah auf Wasserbad 
und wurde so geregelt, daB die Temperatur in gewissen Fallen, im Kolben- 
inhalt gemessen, ca. 90° (Ser. a), in anderen Fillen ca. 80° (Ser. b) be- 
trug; Kontrollversuche ohne besondere Erwarmung wurden auch angestellt. 
Die Versuchszeit wurde variiert (siehe die besonderen Tabellen!). Schlief- 
lich wurde der Kolbeninhalt mit Wasser verdiinnt, deutlich ammoniakalisch 
gemacht, danach mit Essigséure schwach angesiiuert und auf 200 ccm 
Volumen verdiinnt. Erwarmung und Zusatz von Calciumchlorid in Uber- 
schuB8. Das Ca-Oxalat wurde nach 24 Stunden abfiltriert, gewaschen und 
mit "/10o-Kaliumpermanganat titriert. 


1) Die Menge (25°/o von 0,5 g betragend) ist mit Riicksicht auf die 
bei den Hauptversuchen der Regel nach angewandte Materialmenge, 
0,5 g, gewahlt. 

*) Diese im Handel schwer erhialtliche Saure ist mir in wohlwollender 
Weise von Herrn Professor S. Schmidt-Nielsen, Trondhjem, zur Ver- 
figung gestellt worden. 

*) Im folgenden (siehe S. 275) als «Rauchséure I» bezeichnet. 
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Tabelle 2. 

















(Serie a.) 
B | Zeit, wihrend welcher Erwarmung auf | oO} 

. 4 ca. 90° od stattgefunden hat | yhne id 
schaffen- |——__________—_—_- Socnetntaensse cin 
Stunden | nach 
heit der |— anes inane onsane anaemia /8 Stunden 

: 1/9 | 1 | 2 4 ba} 
eaten -- iniceswssnnataoieeteiniconinssmneaasnciaiipte vies 


Ziriickgebliebene Oxalsiure (wasserfrei): 
g || g |%| g {%| & |%! g |%| Bg | % 


3 
sdure | 
' | 
{ | | 
| 
| 





A | 0,123| 98 0,122 | 98 0,119 | 95 /0,116 93, 0,110 88 | 0,196 | 89 
B 0,114} 91 0,104 83 bapa ined baad 55 | 0,035 | 28 | 0,123 | 98 
C | 0,067 | 54 | 0,035 | 28 0,008. 6) 0 = 0 oo 0,120. 96 


D 0,062 | 50| 0,031 | 25 ‘o010/ 81 0 |—| o |—/o193/ 98 








Tabelle 3. 
(Serie b.) 








Zeit, wihrend welcher Erwarmung auf ca. 80° C. 








Beschaffen- stattgefunden hat 
heit Stunden 
der Salpeter- | . ] _ 2 | = :. | 22 
siure | Zuriickgebliebene ‘Oxalsiure (wasserfrei): 
6 |e] gin) gf | 
A mee Pee Pe ns tame ae 
B Peers — = | 0,090} 72 
C 0,069 5d | 0,034 | 27 | 0,010; 8 | 0 | = 
D | 0,067 54 | 0,033; 26 | 0,009! 6 | Oo | — 


Kin Blick auf Tab. 2 und 3 zeigt, daB Oxalsiure, obwohl bei ge- 
w0hnlicher Temperatur auch gegen stiarkste Salpetersdure resistent, bei 
Erwarmung relativ schnell von 60°%/oiger oder starkerer Séure zersetzt 
wird. Daraus geht auch in unverkennbarer Weise hervor, wie wichtig 
es ist — bei Salpetersiurebehandlung von Aminosduren usw. zwecks 
Studiums ihres event. oxalsiurebildenden Vermigens —, je nach der Kon- 
zentration der angewandten Salpetersdure die Versuchszeit zu beschranken 
und die Temperatur in verniinftiger Weise zu regeln. Andernfalls lauft 
man Gefahr, ein negatives Resultat lediglich deshalb zu erhalten, weil 
Oxalsiure, obwohl tatsiachlich gebildet, bereits vollstandig hat zerstort 


werden kénnen. 
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Unter Bericksichtigung der so gewonnenen Erfahrungen ist 
folgender Arbeitsplan ftir die Hauptversuche aufgestellt worden. 
Materialmenge in jedem einzelnen Versuch: 0,5 g. Salpetersiiure 
wurde von denselben Qualitaéten und in denselben Mengen wie 
bei den Kontrollversuchen angewandt. In erster Linie wird ein 
Versuch mit B-Saure!) gemacht; wenn hierbei negatives Resultat, 
wird mit starkerer Saure (C- oder D-) versucht; ergibt B-Siiure 
positives Resultat, so wird ein Versuch auch mit A-Siiure an- 
gestellt, in allen Fallen, der Regel nach, unter Anwendung einer 
Temperatur von ca. 90° C.*) In einigen Fiillen sind Versuche 
auch bei einer Temperatur von ca. 80° angestellt worden.*) Vor 
der Erwirmung wird das Material -+- Salpetersiiure 24 Stunden 
lang bei gewOhnlicher Temperatur stehen gelassen. Die Zeit- 
dauer der Erwirmung ist folgendermafen gewihlt worden: 



























Bei : | 
M 4 
Versuchsanordnung: iene | ) 
A, a) | . | (88) 
a ® | 12 (96) 
B, a) | 4 (55) 
a we | 12 (72) 
C, a) | 1) | (54) 
« » | 1 | (55) 
D, a) '/s | (50) 
, d) | | (54) 
1) d. h. derselben Art Saéure —- ca. 60°joige -— die bei den oben- 


erwahnten Proteinstoffversuchen in groftem MaBSstabe zur Anwendung 
gekommen ist. 

2) Diese Proben werden in den Versuchsprotokollen mit <a» be- 
zeichnet. 

8) Diese Proben werden in den Versuchsprotokollen mit «<b» be- 
zeichnet. 

*) Die in Klammern stehenden Zahlen, den Tabellen 2 und 3 ent- 
nommen, geben die Menge der bei den Kontrollversuchen mit entsprechen- 
der Anordnung vor Zerstérung bewahrt gebliebener Oxalsiiure in Pro- 
zenten an. Wenn Oxalsdure in betrachtlicherer Menge aus dem Material 
gebildet wird, mufs, bei Anwendung der eben angegebenen Versuchszeiten 
und Warmegrade, dieselbe in der Reaktionsmischung nachgewiesen 
werden kénnen. 
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Priifung auf Oxalsiure, event. quantitative Bestimmung 
derselben, wurde in Ubereinstimmung mit dem, was bei den 
Kontrollversuchen angegeben worden ist, ausgefiihrt, jedoch 
wurde das Ca-Oxalat aus ammoniakalischer Fliissigkeit erneut 
ausgefillt, nachdem die zuerst erhaltene Fallung (aus essig- 
siiuresaurer Fliissigkeit) nacheinander mit Wasser, Spiritus, 
verdiinntem Ammoniak und zuletzt mit Wasser (siedeheifiem) 
gewaschen worden war. In vereinzelten Fiillen (z. B. bei 
Phenylalanin, Phenylaminoessigsaure, Tryptophan, Himatin) ist 
bei der Verarbeitung der Reaktionsfliissigkeit auftretende Fallung 
vor dem schliefSlichen Calciumchloridzusatz entfernt worden. 

In Tabelle 4 finden sich die Resultate angegeben. Die- 
jenigen Fiille, in denen keine Oxalsaurebildung beobachtet 
worden ist, sind mit «Neg.» bezeichnet; bei positivem Ausfall 
wird die Menge Oxalsiiure (wasserfrei) in Prozenten der ange- 
wandten Substanz angefihrt. 

Tabelle 4. 























A B C D 
a b a | b a b a | b 
| | ay, 
1. Glykokoll'). . . . -— | — | Neg.; Neg.| Neg. | Neg.]} Neg. | Neg. 
Phenylaminoessig- | | | 
Ohne") « « « « - |) = > fo — ij) — » oa 
Anilinoessigséure®) 7 — 20 | — 
Leucylglycin. . . | — | — | Neg.) — | — | — |] Neg.) — 
Hippursiure ... | — | — >); — | — | — > — 
a —|}— >» | Neg.| Neg.| Neg.] » | Neg. 





') Fiir die Substanzen Nr. 1, 2, 4, 5, 7, 8 und 12 wurde, gréBerer 
GewiBheit halber, iiber das oben angegebene Arbeitsprogramm hinaus, 
durch direkte Versuche festgestellt, daB sie auch bei A, a)- oder A, b)-Priifung 
keine Oxalsiiure ergaben. 

*) C,H, -CH(NH,)- COOH. Diese Verbindung ist, in voller Analogie 
mit der allgemein gebriéuchlichen Bezeichnung Phenylalanin, mit dem 
Namen: Phenylglykokoll zu belegen. 

’) Diese Verbindung, C,H, -NH-CH,-COOH, wird zurzeit gewohn- 
lich «Phenylglykokoll» genannt, welcher Name jedoch, wie oben erwahnt, 
zweckmaBigerweise fiir eine andere Verbindung zu reservieren ist. 
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Tabelle 4 (Fortsetzung). 


















































_ — LT —— rae 
A B C 1) 
a | b a b a b a | b 

3. Serin(-anhydrid) . | Neg.| Neg.| 43 | — | 

S See kc es eK Neg. | Neg. Neg. | Neg. | Neg. | Neg. 

Gb, Lewes... . > » | > . 

(6. Isoleucin. . . . . —}|— 2. oe wn) 

7. Asparaginsiure. . Neg. | Neg. | Neg. | Neg. | Neg. | Neg. 

8. Glutaminsiéure . . > | > » | » > » 

9. Argmim ..... >» | — 

Graithim ......; — -- . , 
Harnstoff .... > | — | — - , . 
Guanidin . | -— > —~ 
mreeim . ss % : 8 | — 6 Ye 

a a Neg.| — — | — | Neg.|} — 

11. Cystin. ..... 1 8 | 9 | 19 | 17 | 

12. Phenylalanin. . . Neg. | Neg. | Neg. | Neg. | Neg. | Neg. 

a5. Tyrosim ....-; 21 | 22 17 | 20 | 

14. Tryptophan... 6 | — 14 | — 

am: Hatem: « 2. Neg.| — | — | — | Neg.| Neg 

Me. PR «Hee > -— — | — » 

17. Oxyprolin .... > | i | 1 3 
Glykosamin .. . 15 | — | 20 | 16 | 
Chondroitinschwe- | | 

felsiure. ...1 7) —| 9| — | | 
Nucleinsiiure!) . . | 414 | — | 14 | — | 
(Guanin).... . 3 | — | 18 | 22 
Haimatin..... 4; —] 18 | — 

















| 

Von allen den untersuchten, primare Hydrolyse- 
produkte des eigentlichen Proteinstoffmolekiils aus- 
machenden Aminosiéuren ist es demnach nur eine 
geringe Anzahl — Serin, Cystin, Tyrosin und Trypto- 
phan —, bei der es sich gezeigt hat, daB sie bei 





') Aus Thymusdriise. 
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direkter Behandlung mit konzentrierter (za. 60°/oiger) 
Salpetersdure mit Oxalséiurebildung reagieren.') Die 
Anwendung stirker konzentrierter Siiure (98°/ciger) hat in 
den gepriiften Fallen zu keiner Anderung hierin gefiihrt, was 
auch nicht der Fall ist, wenn rauchende Siiure («Rauch- 
siiure I»)?) — auch in erhdhter Menge, 10 ccm und dariiber — 
zur Anwendung kam (nur betreffs Oxyprolin ist bei Anwen- 
dung der letztgenannten Séure eine, wenn auch niedriggradige, 
Oxalsiiurebildung konstatiert worden). Fir einen kleineren 
Teil war demnach der Ursprung der bei der Behandlung von 
Proteinstoffen mit konzentrierter Salpetersiiure erhaltenen Oxal- 
siiure klargestellt worden, eine befriedigende Erklarung aber 
dafir zu erhalten, woher die grofe Hauptmasse _herriihrt, 
schien recht lange nicht gelingen zu wollen. Zwar war es 
auBer allem Zweifel gestellt, daB es sich bei den direkten 
Proteinstoffversuchen nicht um eine Einwirkung nur von Sal- 
petersiiure handelte, sondern daf} dabei tatsiachlich reichlich 
auftretende niedrigere Stickstoffoxyde moglicherweise den Re- 
aktionsverlauf, in bezug auf Oxalsiurebildung, in andere Bahnen 
fiihren kénnten. Das durchweg negative Resultat mit rauchender 
Salpetersiiure schien jedoch einer solchen Annahme zu wider- 
sprechen, wodurch zuniichst eine Untersuchung der Frage nahe- 
gelegt war, ob vielleicht die Oxalsiiure, der Hauptsache nach, 
aus Atomkomplexen herriihren kénnte, die, bei Siurehydro- 
lyse, bisher nicht in Form von definierbaren Verbindungen 


erhalten worden waren. 

Ganz unmdglich schien eine solche Annahme nicht, indem: 

1. zur Bildung z. B. von 30°/o Oxalsiiure*) theoretisch nur 8 von 
den durchschnittlich 50 °/o C des Proteinstoffes erforderlich sind (zu einem 
geringeren Teil bereits in den 4 direkt oxalsiiurereagierenden Amino- 
siuren zu Gebote stehend), 

2. bei méglichst quantitativer Hydrolysierung gewohnlicher, kom- 
plizierter Proteinstoffe doch stets eine bedeutende Differenz (in gewissem 
Grade allerdings durch die relative Mangelhaftigkeit der Analysenmethoden 


') Die prosthetischen Gruppen der Proteide reprasentierenden 
Substanzen ergeben durchweg Oxalsiure bei solcher Behandlung. 

*) Siehe S. 275. 

8) C-Gehalt: 25,67 °%/o. 
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erklirlich) zwischen der Menge angewandten Proteinstoffs und der Summe 
isolierter Aminosiuren (in welch letztgenannter auberdem bei der Hydro- 
lyse aufgenommenes Wasser‘) enthalten ist) herrscht. 

Eine zufillig gemachte Beobachtung hat mich indessen 
schlieBlich zur Erkenntnis der Tatsache gefiihrt, dab «rauchende 
Salpetersiiure» von ganz verschiedenartiger Beschaffenheit er- 
halten werden kann, und dafi der Effekt in bezug auf Oxal- 
siiurebildung aus Aminoséuren in hohem Grade durch die Be- 
schaffenheit der angewandten Rauchsiure, in erster Linie ihren 
Gehalt an niedrigeren Stickstoffoxyden, im wesentlichen Stick- 
stofftetroxyd («Untersalpetersaéure») beeinfluft wird. 


Nachstehend angefiihrte, verschiedene Rauchsauren sind zur Priifung 


gekommen: 
Rauchsadure I. Handelsware (von Kahlbaum). 
> Il. > (aus schwed. Apotheke). 
> lI. > (> > >»  ), 
> [V. Destillat von Handelsware (vor ca. 20 Jahren zubereitet. 
> V. » » > (frischbereitet, nur das zuerst 


iibergehende Zehntel*) ausmachend, unter Kiihlung 
mit dem gleichen Volumen gewéhnlicher, konzen- 
trierter Saiure verdinnt). 


Die Rauchsiuren wurden hinsichtlich des spezifischen Gewichts, 
des Kaliumpermanganatverbrauchs*) (= Gehalt an Stickstofftetroxyd), so- 
wie der destruierenden Einwirkung auf Oxalséure‘) gepriift. (Siehe Tab. 5!). 


Nachdem Versuche, aus einigen, bei Behandlung mit 
gewohnlicher konzentrierter Salpetersdure oxalsiurenegativen 
Aminosauren Oxalsiiure (unter auf mehrfache Weise variierter 
Detailanordnung) mit Hilfe von Rauchsiure II hervorzulocken, 
dasselbe vollstindig negative Resultat wie Rauchsiure I er- 
geben hatten, wihrend bei Anwendung der Rauchsiuren III 


) Diese scheinbare Zunahme, die eine entsprechende Verminde- 
rung des «Defizits» mit sich bringt, betragt z. B. betreffs der 5 Monoamino- 
monocarbonsauren, Glykokoll-Isoleucin: 13,6, 11,3, 8,3, 7,4 bezw. 7,4 °%/o. 

*) In unverdiinniem Zustande das spezifische Gewicht 1,64 besitzend. 

*) Bestimmt nach Vorschrift in Fr. Mohrs Lehrb. d. chem.-analyt. 
Titriermethode, 6. Aufl., Braunschweig 1886, S. 242. 

*) Gepriift an 0,175 g krystallisierter (== 0,125 g wasserfreier) Oxal- 
sdure ; 10 ccm Rauchsdure; Erwairmung auf 80° 1 Stunde lang. Die Zahlen 
in Tabelle 5, Spalte 3, geben Prozente nicht zerstérte (zuriickgebliebene) 
Oxalsaure an. 
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Tabelle 5b. 





























= a ——ES a ——__—_____] 
| 1 | 2 3 
| | nfro-KMnO, | Siehe Anm. 4, 
| Spez. Gewicht | oe. am S. 275. 
| ccm %/o 
Nauchsiure I[. 1,52 6,6 42 
> a. 1,51 5,8 47 
> Il . 1,51 27,9 66 
IV . 1,55 35,5 67 
. V. 1,50 71,9 83 ') 





und IV deutlich positive, wenn auch quantitativ verhiltnis- 
mafig schwache Resultate erhalten worden waren, wurde eine 
systematische Prifung?) mittels Rauchséure V, als der an 
Stickstofftetroxyd reichsten und gleichzeitig der wenigst oxal- 
siiuredestruierenden, vorgenommen. 


Tabelle 6. 
TEST} 














Erhaltene Oxalsiure 





99 
Glykokoll 11 
Alanin 51 
Valin 3 
Leucin 8 
Asparaginsaure . 33 
Glutaminsiiure d 
Arginin 21 
Lysin . 19 
Phenylalanin’) , 3 

3 


Histidin 


‘) Bei 2-stiindiger Erwarmung auf 80°: 


Oxalsiiure. 





75°/o zuriickgebliebene 


2) 0,5 g Substanz, 10 ccm Séure; in Zimmertemperatur 24 Stunden, 
danach Erwarmung auf 80° 2 Stunden lang, wonach Priifung auf event. 
quantitative Bestimmung von Oxalséure. Nennenswerte Oxalsdiurebildung 
kommt erst wihrend der Behandlung in der Warme zustande. _ 

‘) Die Reaktionsmischung bildete, nach Abkiihlung, ein Magma von 


p-Nitrobenzoesaurekrystallen. 
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Tabelle 6 (Fortsetzung). 
ee ee NEE aS 








| Erhaltene Oxalsdure 





%9 
ee a ee ee ee ee 36 
I is & 4 +e Ke ee eee a D1 
en ee ee ee 15) 
NR 5&5 kk a ee | 3) 
CS 6 os ¥ en, 28) 
6. 4 5 e+ & De eee ed 12*)) 


Keine Oxalsiure wurde dagegen (auBer aus Harnstoff und aus 
Guanidin) aus Phenylaminoessigsiure (wiederholte Versuche!) erhalten, 
trotz deren naher Verwandtschaft zu Glykokoll und zu Phenylalanin (die 
Reaktionsmischung bildete, nach Abkiihlung, ein Magma von p-Nitrobenzoe- 
siurekrystallen). 

Natiirlich sind die angefiihrten Zahlen nicht als absolut 
riicksichtlich des maximalen Oxalséurebildungsvermégens der 
verschiedenen Verbindungen anzusehen, sondern kOnnen nur 
ein Bild davon geben, wie sich die Oxalsiurebildung bei An- 
wendung der hier benutzten, speziellen Versuchstechnik ge- 
staltet. 

Als Hauptresultat der letztangefiihrten Unter- 
suchung ergibt sich indessen, dai simtliche unter- 
suchten primiren  Proteinstoffspaltungsprodukte, 
jedes fiir sich gepriift, das Verm6gen besitzen, bei Ein- 
wirkung von an niedrigeren Stickstoffoxyden reicher, 
konzentrierter Salpetersdure Oxalséure zu liefern 
(wenn auch, wie es scheint, mit verschiedenem Grade 
von Leichtigkeit). Unter solchen Umstinden, und da, 
wie aufs deutlichste beobachtet werden kann, bei der 
Behandlung von Proteinstoffen mit konzentrierter 
Salpeterséiure eine intensive, stundenlang anhaltende 
Bildung von niedrigeren Stickstoffoxyden?) — aus- 





1) Bei dem Versuch wurde eine 0,5 g Ornithin entsprechende 
Quantitaét Ornithurséure angewandt. 

*) Von augenscheinlich weit gréBerer Michtigkeit, als bei der oben- 
erwahnten Versuchsserie experimentell hat erreicht werden kénnen. 
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gelost durch gewisse, mit konzentrierter Salpeter- 
siure direkt kraftig reagierende Komplexe (zu denen, 
unserer gegenwirtigen Kenntnis nach, Serin, Cystin, 
Tyrosin und Tryptophan zu rechnen sind) — statt- 
findet, so scheint die Schlubfolgerung berechtigt, 
dai der wesentliche Ursprung der aus Proteinstoffen 
erhaltenen, reichlichen Oxalséuremenge in simtliche, 
gegenwartig bekannte primiire Hydrolysenprodukte 


zu verlegen ist.!) 


2. p-Nitrobenzoesiure. 
Literatur. 


Gelegentlich ihrer Untersuchung von Produkten, ent- 
standen durch Trockendestillation von Drachenblut, erhielten 
Glénard und Boudault?) bei Behandlung des «leichten Ols> 3) 
mit Salpetersiiure u. a.: «eine in Nadeln krystallisierbare, in 
kaltem Wasser fast unl6sliche, stickstoffhaltige Saure, die 
Nitrodracylsiure, C,,H,O, - N,O,». In einer vorlaufigen 
Notiz, 20 Jahre spiter, weisen Wilbrand und Beilstein‘) 
die Isomerie zwischen «Nitrodracylséure» und «Nitrobenzoe- 
siure» (d. h. der m-Saure, der einzigen friiher bekannten Form) 
nach, worauf das Verhiltnis in zwei im selben Jahre erschie- 
nenen Arbeiten von G. Fischer’) und von W. u. B.*) des 
weiteren klargestellt und konstatiert wird. 

Die Benennung Para-nitrobenzoesiure, von Fischer 
eingefiihrt — zu einem Zeitpunkt, da von «Para-Stellung» im 


') Mit Vorbehalt vorliufig fiir das noch nicht untersuchte Isoleucin. 

*) Ann. d. Chemie und Pharmacie, Bd. 48, S. 343—344 (1843). 

°) Wesentlich bestehend aus einem Kohlenwasserstoff, von den 
Verfassern benannt «Dracyl»; spaterer Untersuchung gemaéf§ = Toluol. 
Wenn in der Literatur, z. B. in Lehrb. d. pharmaz. Chemie von E. Schmidt, 
5. Aufl., Bd. 2 (1911), S. 1148, angegeben wird, dafi die fragliche Siure 
«bei der Einwirkung von Salpeterséure auf Drachenblut» entsteht, so ist 
also die Abfassung allzu kontrahiert, um nicht irrefiihrend zu sein. 

*) Ann. d. Chemie u. Pharmacie, Bd. 126, S. 255—256 (1863). 

®) Ann. d. Chemie u. Pharmacie, Bd. 127, S. 137—149 (1868). 

®) Ann. d. Chemie u. Pharmacie, Bd. 128, S. 257—273 (1863). 
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Benzolkern noch nicht gesprochen wurde — steht, durch einen 
reinen Zufall, in Einklang mit der modernen Benzolnomen- 
klatur und hat demnach bis auf unsere Tage unveriindert bei- 
behalten werden kinnen. Als Ausgangsmaterial fiir die Dar- 
stellung der Siiure in den vorerwahnten Fiillen diente Toluol, 
das mit rauchender Salpetersdéure behandelt wurde. Spiiter 
ist dieselbe Siiure aus mehreren verschiedenen Verbindungen, 
unter Anwendung verschiedener Oxydationsmittel, dargestellt 
worden. Auf physiologisch-chemischem Gebiet hielt die Siiure 
ihren Einzug durch Jaffés Entdeckung derselben im Harn nach 
Verfiitterung von p-Nitrotoluol.!) Mit der Proteinstoffchemie 
wurde die p-Nitrobenzoesiure zuerst (1885) von Nencki und 
Sieber?) in Zusammenhang gebracht. Bei Behandlung von 
Himoglobin mit rauchender Salpetersiiure erhielten sie eine 
schwerlosliche, krystallisierende Siure, von der sie zuniichst 
annahmen, daf sie ein spezifisches Oxydationsprodukt des mit 
dem Hiimin verbundenen Eiweibstoffes (des Globins) sei. Fort- 
gesetzte Versuche zeigten indessen, dafi dieselbe Siiure auch 
aus gewissen anderen Proteinstoffen (Casein und Serumeiweib) 
erhalten werden konnte. Durch Elementaranalysen, Schmelz- 
punktbestimmung usw. wurde mit Gewibheit die Identitét der 
gefundenen Siiure mit p-Nitrobenzoesiiure festgestellt. Selten 
ist es in der Geschichte der chemischen Wissenschaft vor- 
gekommen, dali ein klares und deutliches Untersuchungs- 
resultat, wie das von N. und S., spiter in so hohem Grade 
tibersehen worden ist, und zwar nicht nur in der Handbuch- 
literatur,*) sondern auch seitens derer, die spiter mit tiefer 
Spaltung von Proteinstoffen mittels Salpetersiure gearbeitet 
haben (v. Fiirth, Habermann und Ehrenfeld). Noch er- 
staunlicher erscheint es jedoch, da6 keiner der letztgenannten 


1) Ber. d. deutsch. Chem. Ges., Bd. 7, S. 1673—1679 (1874). 

*) a. a. O.; siehe auch: Archiv f. exper. Pathologie u. Pharma- 
kologie, Bd. 20, S. 334—335 (1886). 

5) z. B. Biochemisches Handlexikon von Abderhalden, Chemie 
d. Eiweifkérper von Cohnheim, Handbuch der Biochemie von Oppen- 
heimer (die einzige derartige Arbeit —- unter den mir zuginglichen —, 
in der die fragliche Untersuchung N. u. S.’s Beachtung gefunden hat, ist 
Deskriptive Biochemie von Frankel). 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol, Chemie, XCV. 20 
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Forscher bei ihren eigenen Versuchen das Auftreten dieses 
so charakteristischen Reaktionsprodukts bemerkt hat, beson- 
ders was v. Fiirth betrifft, der mit einer so reichlichen Ma- 
terialmenge wie 5 kg sowohl von Casein als von Hornspiinen 
gearbeitet hat. Dies besonders in Anbetracht der Tatsache, dab 
schon in einem fruhzeitigen Stadium der organisch-chemischen 
Forschung die fragliche Séure offenbar beobachtet (wenn auch 
nicht identifiziert) worden ist. So berichtet Welter,!) daf er 
bei Behandlung von Rindshaaren mit kochender Salpeterséure 
«une autre nouvelle substance» beobachtete, die, in Uberein- 
stimmung mit seiner <amer» (= Pikrinséure), resistent gegen 
Salpetersiiure und loslich in konzentrierter Salpetersiure war, 
dagegen aber — im Gegensatz zu «amer» — «sans couleur 
— — — et se laissant de méme précipiter par l'eau». 


EKigene Versuche. 
Ausbeute von Rohsaure. 


Zur lsolierung bezw. quantitativen Bestimmung von «Roh- 
p-Nitrobenzoesiure» wurden «Rohkrystalle» (ihrer Hauptmasse 
nach bestehend aus Oxalsiéiure) von den verschiedenen Ver- 
suchen her, je fiir sich, mit 10 Gewichtsteilen Wasser ge- 
schiittelt, bis die Oxalsaure vollstiindig in Lésung gegangen 
war. Das Ungeléste wurde abfiltriert, mit Wasser gewaschen 
(bis das Waschwasser keine Kongoreaktion mehr gab), aus- 
geprebt, getrocknet, zuerst bei gewohnlicher Temperatur, 
schliehlich bei 50° C. und gewogen?) (= Frakt. A). 

Filtrat ({- Waschwasser) wurden wiederholt mit Ather 
ausgeschiittelt. Die Atherfliissigkeit wurde verdunsten gelassen. 
Der Riickstand wurde mit etwas Wasser geschittelt, bis ab- 
geschiedene Oxalsiurekrystalle vollstandig aufgelést worden 
waren. Das Ungeléste wurde in Ubereinstimmung mit der 
Hauptportion abfiltriert usw. (= Frakt. B). Die Ausbeute 
findet sich in Tabelle 7 angegeben. 


‘) Ann. de chimie, Bd. 29 (1799), 5S. 301—305. 

2) Von dem Gewicht wurde das Gewicht des bei der weiteren Be- 
arbeitung der Fraktion abgeschiedenen Asbests (vom Filter bei der Ab- 
scheidung der «Rohkrystalle> herriithrend) abgezogen. 
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Tabelle 7. 
Roh-p-Nitrobenzoesiiure 
Absolute Menge 
0 0 1) 
£ 
tay A. 53,2 | | 
I. Serumeiweil 62.1 | 1.8 
B 8.9 | | 
_ A. 86.3 | | 
ll. HithnereiweiB ......2.2.2.2. =~ 928 | 34 
b. 6.5 | 
A. 15.0 ) | 
lif. Casein 7,6 | 2,1 
B. 2,6 | | 
A. 16) | 
IV. Ovomucoid 7) 0.8 
B. OB f 
A. 32,4 ) 
V. Hémoglobin . 34,3 29 
| B 1,9 | 
ee | AL 310). 
VI. Keratin (Schafwolle) . 37,4 1,2 
B. 6,4 f 





Da aus eingehenden, vorbereitenden Versuchen, angestellt 
an einer schon in den 1890er Jahren aus Hiihnereiweifh darge- 
stellten und danach in unbearbeitetem Zustande aufbewahrten, 
grOBeren Portion «Roh-p-Nitrobenzoesiiure» (60 g), hervorge- 
gangen war, dai darin, aufer p-Nitrobenzoesadure (die aller- 
dings die Hauptmasse ausmacht), zwei andere aromatische 
Verbindungen enthalten sind, und da man auberdem mit der 
Moglichkeit zu rechnen hatte, daB noch andere solche vor- 
handen sein konnten, so wurde, zur Erleichterung des Auf- 
suchens bezw. Trennens der verschiedenen Substanzen, noch 
weiter vorgenommen eine: 

Fraktionierung. 

Frakt. A. Jede solche Fraktion fiir sich wurde auf 
folgende Weise behandelt. Die Substanz wurde in 10 Teilen 
Wasser + 1!/2 Teilen 10°/oigem Ammoniak geldst.?) Die mit 
Knochenkohle*) bei gewohnlicher Temperatur geschiittelte L6- 


1) Berechnet auf die angewandte Proteinstoffmenge. 

*) Asbestfasern wurden abgetrennt (vgl. Anm. 2, 5. 280). 

3) Diese hielt etwas von der Substanz zuriick, was somit ver- 
loren ging. 
20* 
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sung wurde filtriert. Aus dem Filtrat mittels verdinnter 
Salpetersiure ausgefillte Séure wurde abfiltriert, gewaschen 
und im Exsikkator getrocknet (= Frakt. A, a). Das Filtrat 
(-- Waschwasser) wurde ammoniakalisiert und auf kleines 
Volumen eingedampft. Nach Ansiuerung mit verdiinnter Sal- 
petersiiure, wobei Fallung eintrat, wurde mit Benzol') ge- 
schiittelt. Durch Zentrifugieren usw. wurde die Fiallung abge- 
trennt und getrocknet (= Frakt. A, b).?) 

Frakt. B. Wurde in verdiinntem Ammoniak gelost, mit 
Knochenkohle behandelt und filtriert; das Filtrat wurde mit 
verdiinnter Salpetersiiure angesiiuert, worauf die Fallung 
abgetrennt, mit Wasser gewaschen und getrocknet wurde 
(= Frakt. B, a). Aus dem Waschwasser wurde durch Kon- 
zentrierung usw. eine geringe Menge Substanz_ erhalten 
(= Frakt. B, b). Das Filtrat von Frakt. B, a) wurde mit 
Benzol*) ausgeschiittelt, wonach durch Konzentrierung usw. eine 
Substanz in ganz geringer Menge erhalten wurde (= Frakt. B,c). 


Weitere Bearbeitung der Fraktionen bzw. Isolierung von 
p-Nitrobenzoesaure. 


Aus den vorbereitenden Versuchen hatte sich ergeben, 
dafi die «Rohsiiure», auBer p-Nitrobenzoesiure, die den weit 
iiberwiegenden Bestandteil bildet, in betrachtlicher Menge eine 
in kochendem Wasser und in Athylacetat schwererlésliche, 
bei Erhitzung nicht schmelzende Siéure (dieselbe wird im 
folgenden bis auf weiteres als «X-Séure» bezeichnet) sowie 
auberdem Benzoesiure, in ganz geringer Menge, enthilt. 
Wiihrend bei den Versuchen, p-Nitrobenzoesiiure in reiner Ge- 
stalt darzustellen, die Benzoesiure keine Schwierigkeiten be- 
reitete, erwies es sich als in hohem Grade schwierig, nur 
durch wiederholte Umkrystallisierung aus kochendem Wasser 


') Worin p-Nitrobenzoesiure fast unléslich ist, zum Unterschied 


z. B. von Benzoesaure. 

*) Aus der Benzolfliissigkeit wurde erhalten: «<Rohbenzoesdure> 
(siehe S. 295). 

°) Das Benzol gab bei weiterer Behandlung «Rohbenzoesaure> 
(siehe 5S. 295). 
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oder durch Fraktionierung mit Athylacetat als LOsungsmittel?) 
die «X-Siéure» vollstindig zu entfernen. Als ein wirksames 
und in der Anwendung bequemes Hilfsmittel hierbei 
erwies sich die Uberfiihrung der p-Nitrobenzoesiiure in 
das Mg-Salz: pro 1g Substanz wird eine zur Auflésung 
erforderliche Menge Norm.-Ammoniak (gewéhnlich 
6—8 ccm) und ein wenig Wasser hinzugesetzt; die 
filtrierte und zuletzt mit Wasser auf 15 cem ver- 
diinnte Lésung wird mit 5ccm konzentrierter Mag- 
nesiumchloridlésung?) versetzt, wobei bald Krystall- 
bildung eintritt; die nach einigen Stunden abge- 
schiedenen*) und ausgepreften Krystalle werden aus 
warmem Wasser (5 Teile) umkrystallisiert.. Durch Zer- 
setzung des Magnesiumsalzes mittels verdiinnter Salpetersiure 
und Auswaschen der abgeschiedenen Substanz mit Wasser 
sowie Trocknen derselben in H,SO,-Exsikkator bezw. bei 50° C. 
erhilt man p-Nitrobenzoesaure in analysenreiner Gestalt; be- 
hufs Erhaltung schén ausgebildeter Krystalle wird schlieBlich 
aus verdiinntem Spiritus umkrystallisiert (pro 1 g 25 cem 
95 °/oiger Spiritus ; zur warmen Lésung wird 100 cem kochendes 
Wasser hinzugesetzt, wonach man die Fliissigkeit mdglichst 
langsam abkiihlen lat.) 


Frakt. A, a (= Hauptfraktion). 


Orientierende Versuche. 


1. Schmelzpunktpriifung. 
In keinem Falle trat glatte Schmelzung ein; noch bei 250° C. und 


dariiber war ein ungeschmolzener Rest in samtlichen Proben vorhanden. *) 


1) Beim sukzessiven Abdampfen einer derartigen :Lésung findet 
zwar eine Anreicherung von «X-Séure» in den zuerst abgesetzten Kry- 
stallfraktionen statt, aber auch die spiiteren sind «X-Séure>»-haltig (die 
p-Nitrobenzoesiure scheint den Léslichkeitsgrad der «X-Siure» zu erhdhen). 

*) 25 g krystallisiertes Salz in 100 ccm enthaltend. - 

8) «X-Siure>» bleibt in der Mutterlauge zuriick (nebst einem ge- 
ringeren Teil der p-Nitrobenzoesaure). 

4) Reine p-Nitrobenzoesdure schmilzt glatt bei 238° (Widemann 
Anm. d. Chemie u. Pharmacie, Bd. 193, S. 202—240 (1878);. 
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2. Acidimetrische Titrierung. 

Das dadurch festgestellte Aquivalentgewicht lag in jedem Falle mehr 
oder weniger unter dem der reinen p-Nitrobenzoesaure. 

3. Verhalten gegen Athylacetat. 

Proben von je 1 g wurden in Schiittelmaschine mit 40 ccm Athyl- 
acetat behandelt.') In simtlichen fand sich ein ungeléster, weifer Rest 
(dem Anschein nach am reichlichsten in I und VI). Die Mischung wurde 
auf ein kleines Filter genommen, danach Waschen mit 5 cem Athylacetat. 
Wagung nach Trocknen bei 100°: 


Il. 0,13 g IV. 0,10 g 
II. 0,04 » V. 0,03 » 
Ill. 0,05 » VI. 0,24 » 


Die Menge «Roh-X-Saure» betrug also im Mindestfall 3, im Héchst- 
fall 24°%o von Frakt. A, a); die erhaltenen Werte sind Mindestwerte, da 
die «X-Siiure» teilweise in Lésung geht. Die vereinigten Athylacetat- 
filtrate von I, Ill, V und VI wurden eingedampft; durch Mg-Behandlung 
usw. lege artis (s. S. 283!) wurde mit Leichtigkeit p-Nitrobenzoeséure mit 
richtigem Schmelzpunkt (237°) und Aquivalentgewicht (167,7) erhalten. 
Aus der Mutterlauge von dem Mg-Salz frei gemachte Saure ergab bei 
Behandlung mit Athylacetat (im Verhiltnis 1 g : 40 ccm) einen ungeldsten, 
weifen Rest (= Rest von «X-Siaure>»). 


Gewicht der Fraktionen: 


I. 39,6 g iy. igs 
II. 70,8 » V. 26,5 » 
lll. 10,7 » IV. 17,3 » 


Die Fraktionen wurden, jede fiir sich, mit Athylacetat 
(1 g: 40 ccm) behandelt; nach Abscheidung des Ungeldésten 
(= «Roh-X-Siiure») wurde die Lésung an freier Luft abdunsten 
gelassen. Der Abdunstungsriickstand wurde auf die oben an- 
gegebene Weise (Mg-Behandlung usw., zuletzt Umkrystallisie- 
rung aus verdiinntem Spiritus) behandelt, wobei Praparate 
von reiner, wohlkrystallisierter p-Nitrobenzoesaure?) erhalten 
wurden. Bei Bearbeitung von Mutterlauge des Mg-Salzes (Frei- 
machung und Behandlung der Siure mittels Athylacetats) 
wurde wieder eine Portion «Roh-X-Séure» erhalten, die, in 
jedem einzelnen Versuch, mit der zuerst erhaltenen vereinigt 
wurde. 


1) p-Nitrobenzoesiiure list sich leicht und vollstandig in Athylacetat, 
10 ccm pro 1 g Saure. 
*) Siehe ferner S, 286, 
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Fraktion A, b. 
Gewicht der Fraktionen: 
I. 14 ¢ wu ~~?) 
I]. O,5 » Vv. —') 
Il. —‘*) VI. 0,6 g. 

Die Fraktionen wurden, jede fiir sich, mit Mg behandelt, 
nach 3 Stunden bei gewOhnlicher Temperatur auskrystallisiertes 
Mg-Salz abgeschieden und Siure daraus freigemacht (= Sub- 
frakt. 1). Aus nach 2 Tagen bei ca. 0° des weiteren abge- 
schiedenen, spiirlichen Krystallen von Mg-Salz wurde Saure frei- 
gemacht (= Subfrakt. 2). Aus der schlieflichen Mutterlauge 
des Mg-Salzes wurde Siaure direkt freigemacht (= Subfrakt. 3). 

Schmelzpunktpriifung : 
Subfraktion 1: 238—239°. 
2: 236—237 °. 

> 3: Noch bei 280° nicht geschmolzen, aber stark gesintert. 

Mit Deutlichkeit geht hieraus hervor, dai in diesen Frak- 
tionen keine Substanz mit niedrigerem Schmelzpunkt als dem 
der p-Nitrobenzoesaure, insbesondere nicht die c- und m-Iso- 
meren oder Dinitrobenzoeséure vorhanden war. Die Vortreff- 
lichkeit des Mg-Verfahrens, um bei Reinigung der p-Nitro- 
benzoesaure rasch die «X-Séure» los zu werden, tritt auch 
hier zutage. 


Fraktion B, a—e. 


Von den hierhergehorigen Fraktionen wurden die a-, 
b- und c-Fraktionen je fiir sich vereinigt, wonach die 3 auf 
diese Weise erhaltenen Fraktionen je fiir sich bearbeitet wurden. 
Aus den beiden erstgenannten wurde mittels Mg-Behandlung 
usw. in reichlicher Menge p-Nitrobenzoesiure mit richtigem 
Schmelzpunkt erhalten; nicht dagegen aus der c-Fraktion (deren 
Menge nur 0,3 g betrug). Auch hier wurde etwas «X-Séure» 
angetroffen, aber kein Anzeichen der Gegenwart der o- oder 
der m-Isomeren beobachtet. Auch konnte mit Deutlichkeit 
keine andere Substanz als die eben angegebenen in der Rest- 


) In III—V waren die betreffenden Fraktionen allzu unbedeutend, 
um weiter untersucht werden zu kénnen. 
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substanz identifizirt werden, die aus der a)- und der b)-Fraktion 
nach Entfernung der p-Nitrobenzoeziéiure und der «X-Saure> 
erhalten wurde (das Gewicht dieses vorliufig nicht aufgeklarten 


Restes betrug 2,0 bezw. 0,2 g). 


Untersuchung der isolierten Saure. 


Simtliche aus der Hauptfraktion dargestellten Priparate 
bestanden aus schOn perlmuttergliinzenden, rein hellgelben 
Blattchen, die jedes Geruchs entbehrten, schwach bitteren 
Geschmack besafen, unter kochendem Wasser nicht,!) dagegen 
aber glatt bei ca. 238°C. schmolzen. Aquivalentgewicht, be- 
stimmt durch acidimetrische Titrierung (Indikator: Phenol- 


phthalein): 167—167,5. 


Elementaranalysen?). 


Praparat I (19,0 g). 
4,620 mg ergaben 8,535 mg CO,, entsprechend 50,38 0 C, 
4,620 » > 1,24 » H,O, > 3,00°/o H. 
4,030 » > (721 mm, 16,5° C.) 0,306 ccm N, entsprechend 8,49°o N. 
Priparat II (46,1 g). 
+,354 mg ergaben 8,025 mg C,0, entsprechend 50,27 fo C, 
ABS4 » > 1,195 » H,O, > 3,07 °jo H. 


Praparat III (5,6 g). 


4,684 mg ergaben 8,62 mg CO,, entsprechend 50,20 °/o C, 
4,684 >» > 1,21 » H,O, > 2,92 %o H. 
Praiparat IV (0,35 g). 

4,479 mg ergaben 8,23 mg CO,, entsprechend 50,11 90 C, 
4,479 » . 1,205 » H,O, > 3,01 °/o H. 

: Priparat V (16,0 g). 
4,531 mg ergaben 8,37 mg CO,, entsprechend 50,38 °/o C, 
4,531 » > 1,27 » H,O, > 3,13 °jo H. 


4,417 >» . (721 mm, 17°) 0,334 ccm N, entsprechend 8,44°o N. 


') Wie das der Fall bei o- und bei m-Nitrobenzoesaure ist. Schmelz- 
punkt in Kapillarrohr: 144 bezw. 141°. Die o-Sdure hat ausgesprochen 


siiBen Geschmack. 
?) Die in dieser Abhandlung angefiihrten C- und H-, sowie die 


N-Bestimmungen sind, auf meine Veranlassung, giitigst von den Herren 
Privatdozenten Dr. K. Almstrém (Upsala) und Dr. H. Lieb (Graz) aus- 


gefiihrt worden. 
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Praparat VI (5,5 g). 


4,334 mg ergaben 8,00 mg CO,, entsprechend 50,34 °%/o C, 
4,334 > » 1,18 » H,O, » 3,05 °/o H. 
4,510 » > (721 mm, 17,5°) 0,343 ccm N, entsprechend 8,48°%o N. 


Berechnet fiir C,H,-NO,- COOH: 
C 0,28 %o 
H 3,02 %Jo 
N 8,39 Jo. 

Betreffs der Identitaét der isolierten Saéure mit 
p-Nitrobenzoesaure kann demnach nicht der geringste 
Zweifel herrschen. 

Die aus der Hauptfraktion in vollkommen reiner Form 
dargestellte Menge dieser Séure entspricht 0,54, 1,54, 0,66, 
0,14, 1,33 bezw. 0,18°/o des angewandten Proteinstoffmaterials. 
In Anbetracht einerseits der notorisch grofien Verluste bei der 
Isolierung der Séure aus der genannten Fraktion und der be- 
trachtlichen Menge, die auch in den tibrigen Fraktionen an- 
getroffen worden ist, anderseits der relativ untergeordneten 
Menge der iibrigen in «Roh-p-Nitrobenzoeséure» nachgewie- 
senen Sauren ist es deutlich, daB sich die Menge der bei der 
Proteinstoff-Salpetersaurebehandlung tatsachlich gebildeten p- 
Nitrobenzoeséure weit treuer in den oben angefiihrten Werten 
fir «Roh-p-Nitrobenzoesaure» (0,8—3,1°/o) abspiegelt, zumal 
wenn man in Betracht zieht, daf ein Teil dieser Siéiure in 
der urspriinglichen, sauren Reaktionsfliissigkeit gelist zuriick- 
bleibt (und bei der fortgesetzten Behandlung dieser letzteren 
in den «Atherverdunstungsrest» tibergeht). Von Nencki und 
Sieber’) wird die Ausbeute der rohen Siure zu 0,6—1,5°/o 


angegeben. 


Der Ursprung der p-Nitrobenzoesaure. 


Hieriiber ist bisher nichts festgestellt worden. Natiirlich 
liegt es hierbei am nichsten, an die beiden Proteinstoff bau- 
steine zu denken, die der aromatischen Serie angehéren. Von 





') A. a. O. 
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diesen wurde der eine, das Tyrosin — das Ja mit Leichtig- 
keit, u. a. unter Oxalsiiurebildung durch konzentrierte Salpeter- 
siure (60°%/oige) zerlegt wird — bei 3 verschiedenen Ver- 
suchen!) mit vollstaéndig negativem Resultat gepriift. 
Zunachst konnte auch aus Phenylalanin, bei dessen 
Behandlung in Warme mit Salpetersiure der ebengenannten 
Art — wobei keine sichtbare Reaktion eintrat — nichts von 
dem gesuchten Nitroprodukt herausgewonnen werden, weshalb 
dessen Auftreten bei Proteinstoffspaltung mittels solcher Siure 
ein Ritsel zu bleiben schien. Mit Riicksicht auf den Umstand, 
daf bei dem letztgenannten Prozeb eine reichliche Entwick- 
lung von niedrigeren Stickstoffoxyden zustande kommt, wurde 
bei erneutem Versuch mit Phenylalanin -+- 60°/oiger Salpeter- 
siure eine aliphatische, unter Oxalséurebildung oxydierbare 
Substanz (Amylum) hinzugesetzt,?) und damit war das Ziel 
erreicht: p-Nitrobenzoesdéure liefi sich mit Leichtigkeit aus 
einer solchen Reaktionsmischung isolieren. Derselbe Effekt 
wurde auch bei Anwendung von rauchender Salpetersiiure direkt 
erhalten, ja, auch mittels «absoluter> (98°/oiger) Séure (wenn 
auch in weniger reichlicher Ausbeute). In samtlichen 5 an- 
gestellten Versuchen, alle mit positvem Resultat, war die Iso- 
lierung die einfachstmdgliche: die Siéure,*) in Goochtiegel ab- 
gesaugt und nacheinander mit 60°/oiger, 25°/oiger Salpeter- 
siure und Wasser gewaschen, zeigte nach nur einmaliger 
Umkrystallisierung aus warmem, verdiinntem Spiritus richtigen 
Schmelzpunkt*) und stimmte in allen iibrigen gepriiften Ver- 
haltnissen mit reiner p-Nitrobenzoesaure iiberein. Zwei Préa- 
parate wurden Elementaranalyse unterzogen, das eine (Prap. 1) 


'‘) Uber diese wird, in anderem Zusammenhange, weiter unten 
(S. 306) berichtet. 

*) Pro 1g Phenylalanin: 1g Amylum, 20 ccm Séure; im Erlen- 
meyer-Kolben bei Zimmerwirme 24Stunden, auf Wasserbad 2 X 10 Stunden. 

8) In den 3 Versuchen mit 60°%/oiger Saéure -+- Amylum und mit 
einer Substanzmenge von 1, 1'/: bezw. 10 g war die Ausbeute von Roh- 
siure (in getrocknetem Zustande) 0,26, 0,48 bezw. 3,88 g, entsprechend 
26, 32 bezw. 39°/o des Phenylalanins. 

*) Also hier keine Bildung von «X-Séure»; auch wurde keine 
Benzoesadure beobachtet. 
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mit 60°/oiger Salpetersiure +- Amylum, das andere (Priip. 2) 
mit rauchender Saure dargestellt. 


Praiparat 1. 


4,633 mg ergaben 8,565 mg CO,, entsprechend 50,42 jo C, 

4,633 » > 1,24 » H,O, > 3,00 °/o H. 

6.020 » > (736 mm, 18°) 0,451 ccm N, entsprechend 8,26 °%o N. 
Praparat 2. 

4,608 mg ergaben 8,47 mg CO,, entsprechend 50,13 °/o C, 

4.608 >» > 1,26 » H,O, » 3,06 °;0 H. 


Die Ubereinstimmung mit den berechneten Werten (siehe 


S. 287) ist demnach befriedigend. 

Der Ursprung der aus Proteinstoffen erhalt- 
lichen p-Nitrobenzoesadure ist demnach in dem Phe- 
nylalanin zu erblicken. 

Auch aus dem niachst niedrigeren Homologen zu Phenylalanin, 
Phenylglykokoll (Phenylaminoessigsiure), ') wurde, bei analoger Behand- 
lung, p-Nitrobenzoesdure erhalten. Die Rohséureausbeute war reichlich 
(4,42 g aus 10 g), aber betrachtlich mit Benzoeséure verunreinigt (schmolz 
partiell bereits bei 205°, total bei 212°).2) Durch das Mg-Verfahren 
wurde Nitrobenzoesdure mit richtigem Schmelzpunkt erhalten. 


Elementaranalyse: 
4,296 mg ergaben 7,87 mg CO,, entsprechend 49,96 °/o C, 
4,296 >» > 1,235 » H,O, > 3,22 %/o H. 


5,090 » > (739 mm, 18°) 0,371 ccm N, entsprechend 8,31 N. 

Mit Riicksicht auf den chemischen Verlauf bei der Bil- 
dung von p-Nitrobenzoesaure aus Phenylalanin k6énnte es sich 
denken lassen, dali} in erster Linie Benzoesiure abgespalten 
wird, die danach nitriert wird. Ubereinstimmende Beobach- 
tungen von Grief*) und Hollemann*) iiber die Nitrierung 
von Benzoesiure besagen indessen, dafs dabei in weit tiber- 
wiegender Menge m-Saure gebildet wird, wihrend die p-Saure 

) Vgl. Anm. 2, S. 272. 

*) Bei fortgesetzter, langsamer Konzentrierung der sauren Reak- 
tionsfliissigkeit wurde eine noch benzoesdurereichere Fraktion von0.5 g er- 


halten. Anzeichen der Gegenwart von «X-Séure» wurden dagegen nicht 


beobachtet, auch war Oxalsiéure nicht vorhanden. 
3) Ber. d. deutsch. chem. Ges., Bd. 8, S. 526—529 (1875). 
*) Zeitschr. f. physik. Chemie, Bd. 31, S. 79—96 (1899). 
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nur mit einzigem Prozent an der Gesamtausbeute beteiligt ist. 
Benzoesdiure als Zwischenglied bei dem fraglichen 
ProzefB kann demnach ganz ausgeschlossen werden, 
weshalb der Eintritt der Nitrogruppe auf mehr direk- 
tem Wege geschehen mub. 


p-Nitrobenzoesaure als Indikator auf Phenylalanin in Proteinstoffen. 


Im vorhergehenden ist der Nachweis gefiihrt worden, 
dafi Phenylalanin imstande ist, p-Nitrobenzoesdure zu liefern. 
Unter solchen Umsténden, und da keiner der tibrigen, gegen- 
wirtig bekannten Proteinstoffbausteine, ihrer Konstitution zu- 
folge, dieselbe Eigenschaft besitzen kann, erscheint es gerecht- 
fertigt — wenigstens bis auf weiteres —, das Auftreten von 
p-Nitrobenzoeséure bei der Salpetersiurebehandlung von Pro- 
teinstoffen als Indikator der Gegenwart von Phenylalanin in 
demselben Proteinstoff zu betrachten. Der Nachweis von 
p-Nitrobenzoesiiure ist, besonders mit Hilfe des von mir oben 
angegebenen Mg-Verfahrens, eine leichte Aufgabe und aller 
Wahrscheinlichkeit nach sicherer durchfiihrbar als das Isolieren 
des Phenylalanins selbst, wenn dessen Menge verhiltnismibig 
gering ist. Unter solchen Verhiiltnissen mufi es von Interesse 
sein, in der fraglichen Hinsicht genauer solche Proteinstoffe 
zu untersuchen, aus denen es bisher, bei direkten Versuchen, 
nicht gelungen ist, mit Sicherheit Phenylalanin zu_isolieren 
(nach Abderhalden und Mitarbeitern),') namlich Keratin aus 
Schafwolle, Pferdehaaren und Ginsefedern, Ichthylepidin sowie 
Spongin. Betreffs Schafwolle ist dies hier bereits geschehen, 
betreffs anderer diesbeziiglicher Stoffe sind Vorbereitungen 
dazu von mir getroffen worden. 

In solehen Fillen scheint, dem gegenwartigen 
Stande unserer Kenntnisse gemaB, dem Nachweis von 
p-Nitrobenzoesiure, wo ein solcher vorliegt, gréfere 
Beweiskraft als dem negativen Resultat bei Versuchen, 


') Diese Zeitschr., Bd. 46, 48 und 52. 
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direkt das Phenylalanin zuisolieren, zuerkannt werden 
zu miissen.!) 


Anhang (einige Erfahrungen, betreffend synthet. p-Nitrobenzoesiure). 


Nachstehend seien Angaben iiber einige die p-Nitroben- 
zoesdure betreffende Verhiiltnisse zur Ergiinzung, event. Be- 
richtigung bisher vorliegender Literaturangeben geliefert. Das 
Versuchsmaterial stammt von Kahlbaum her und ist einer 
weiteren Umkrystallisierung unterzogen worden. 


Loslichkeit. 
a) In organischen Lésungsmittein. 


Lost sich bei gewOhnlicher Temperatur reichlich in Ace- 
ton, Alkohol, Athylacetat, Pyridin sowie auch in Ather und 
in Eisessig, unbedeutend in Epichlorhydrin und in Chloroform, 
nur spurenweise oder nicht wahrnehmbar (auch bei Kochen) 
in Benzol, Kohlentetrachlorid, Ligroin und in Petroleumiither. 
Aus Aceton- oder Athylacetatlésung wird die Substanz_ bei 
Zusatz von Ligroin oder Petroleumather ausgefiillt. 

Eine bei +- 17°C. gesiittigte Athylacetatlésung enthiilt, 
pro 100 ccm, 2,8 g. 

b) In Wasser. 
100 ccm bei +- 17° gesittigter Lésung enthalten: 0,013 g. *) 


Bei Kochen ist der Loslichkeitsgrad ca. 1 : 300. 


c) In Salpetersiure. 


20 °/oige. 100 ccm bei -\- 17° gesittigte Lésung enthiilt: 0,033 g, 
30°%oige. 100 >» » a7* » > > 0,039 » 
60°%oige. 100 »  » 17° > , > 0,085 » 


1) Es scheint sogar die Méglichkeit nicht ganz ausgeschlossen, dah 
man eine Methode zur quantitativen Bestimmung von Phenylalanin in 
Proteinstoffen, auf die hier fragliche Reaktion gegriindet, ausarbeiten kinnte, 
nachdem dieselbe im Hinblick auf dieses Ziel des weiteren sondiert 
worden wire. 

*) Die Lésung bereitet durch langdauernde Behandlung tibersiattigter 
Lésung in Schiittelmaschine und Abfiltrierung auskrystallisierter Substanz. 
In Beilsteins Handbuch wird die Léslichkeit bei -}+- 20° C. zu 0,04: 100 
angegeben. 
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Verhalten beziiglich des Sublimierungsverlustes bei 
Krhitzung. 


Prozente ') 


Bei 100° €. nach 6 Stunden 0,2. 
>» J00° » »  weiteren 12 » weilere 0,3, 
» 100° > » > 12» » 0,3, 
>» 150° » * . 3 » > 8,6, 
» 150° >» 3 8,0. 


Zum Trocknen von p-Nitrobenzoesiiure, bei quantitativen 
Versuchen, mu also eine Temperatur niedriger als 100° 
angewandt werden, z. B. 50—75°. 


Verhalten gegen Ferrichlorid. 


Kine nicht allzu stark verdiinnte, wiésserige Lésung der 
freien Siiure?) oder eine solche mit Alkali neutralisierte L6- 
sung ergibt mit Ferrichlorid eine hell lachsfarbene (mangan- 
sulfidiihnliche) Fallung, also eine Fallungsreaktion von fir das 
Auge derselben Art wie die, welche als eine Identititsreaktion 
auf Benzoesiiure angegeben zu werden pflegt. Diese Reaktion 
ist indessen wenig charakteristisch, indem sie, wie eine von 
mir angestellte Priifung ergeben hat, auch einer grofen An- 
zahl anderer aromatischer Siiuren zukommt, niimlich u. a.: der 
m- und o-Nitrobenzoesiure, simtlichen 3 Nitrozimtséuren,*) 
der Phenylessigsiiure, der o-Nitrophenylessigséure, si&mtlichen 
3 Phthalséiuren und der Nitroterephthalsiiure, entweder bei 
direkter Priifung der wiisserigen Lésung oder, wenn dabei 
negativer Ausfall, bei Priifung einer neutralisierten Lésung. 


Betreffend Mgq-Salz. 

Bei Zusatz von léslichem Mg-Salz (z. B. -chlorid, -sulfat) 
zu einer neutralen Lésung von p-Nitrobenzoesiure in ver- 
diinntem Ammoniak oder Natriumhydroxyd setzen sich allmah- 
lich sch6n gliinzende, schwach gelbe Krystalle (dicke, rhom- 


‘) Berechnet auf die urspriingliche Substanzmenge. 
*) Wegen der iiuferst geringen Léslichkeit der p-Nitrobenzoesaure 
in Wasser wurde bei der Priifung eine in Siedewarme gesattigte Lésung 


angewandt. 
8) Die Zimtsiure selbst gibt dagegen (nach Neutralisierung) hoch- 


gelbe (bleichromatiahnliche) Fallung,. 
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boedrische Tafeln) ab, auch bei so geringer Konzentration wie 
der bei Anwendung von "{10-Alkali erhaltenen. ') 

Mg-Salz von p-Nitrobenzoesaure, dargestellt durch Schiit- 
teln der Saure mit Magnesia usta, wird zuerst (nur hinsicht- 
lich der Krystallform) von Wilbrand und Beilstein®) er- 
wihnt. Die Krystallform («trikline Krystalle>) wird fliichtig in 
einer krystallographischen Arbeit von Miigge®*) beriihrt, der 
in einem spiiteren Aufsatz‘) die einzige, bisher erschienene 
Angabe iiber den Krystallwassergehalt, 7 Mol. «nach einer 
Analyse von Griinling», liefert.*) 

Unter Beobachtung des auf S. 283 angegebenen Verfahrens 
wurden 2 Mg-Salzportionen dargestellt, die, nach Absaugen in 
Goochtiegel, unmittelbar zwischen einigemal gewechseltem 
Filtrierpapier im Laufe einer Stunde geprefit und danach im 
H,SO,-Exsikkator 1!/2 Stunde (Prap. 1) bezw. '/2 Stunde (Priip. 2) 
lang aufbewahrt wurden; von den so vollkommen trockenen 
Krystallen wurde unverziiglich eine bestimmte Quantitaét abge- 
wogen und dann weiter behandelt: 

















Tabelle 8. 

Berechnet 
Gewichtsverlust, insgesamt. | fir Salz mit 

Prozente Krystall- 

wasser : 

Priparat 1°) | Priparat 27) Mol. | %lo 

In H,SO,-Exsikkator bei ge- | | | | 

wohnlicher Temperatur 14 Tage 26,12 | — | — | 7 | 26,14 

In Trockenschrank bei 100° C. | 7 Stdn. | 26,95 | 31 Stdn. | 26,90) — ; — 
Danach bei 125° C. — | — |18 » |27,50] 7% | 27,49 
> > 150°C 10Stdn. | 28,00 22 >» |2814|8 | 28,80 


‘) Entsprechend ca. 1'/2°/o der Saure (Schiitteln der Mischung be- 
férdert die Entstehung der Krystalle). 


"a. a. 0. 


3) Jahresber. f. Chemie, 1879, S. 678. 
4) Jahresber. f. Chemie, 1880, S. 375. 
5) Diese, dem Original gemaf, ausdriicklich fiir die Para verbindung 


geltende Angabe wird in Beilsteins Handbuch, unrichtigerweise, der 
Metaverbindung zugeschrieben! 
°) Angew. Quantitiét: 1,6842 g. 
*) Angew. Quantitét: 0,5418 g. 
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Die bei dem Trocknungsversuch von Priap. 1 angewandte 
Portion ergab, bei Abrauchen mit Schwefelsiure und nach- 
folgender gelinder Gliihung: 0,4061 g MgSO,, entsprechend 
0,08215 g oder 4,88°/o Mg. (Fiir Salz mit 8 Mol. Krystall- 
wasser berechnet: 4,87°/o). 1) 

Aus vorstehendem kann der SchluB gezogen werden, 
dai das Mg-Salz der p-Nitrobenzoeséure mit 8 Mol. Wasser 
krystallisiert, wovon 7 bei Aufbewahrung im H,SO,-Exsikkator 
weggehen kénnen; bei 100° geht, auch bei langdauernder Ein- 
wirkung, nur ein kleinerer Teil des tibriggebliebenen Wasser- 
molekiils weg, bei 125° ca. die Hilfte davon. Das restierende 
1/2 Molekiil liBt sich auch nicht bei 150° vollstindig austreiben. 


Das Verhalten einiger der p-Nitrobenzoesdiure nahe- 
stehender Sdéuren bei dem Mq-Verfahren. 


Portionen von je 1g wurden lege artis mit Mg behandelt.?) 


1. Benzoesiiure. 
2. o-Nitrobenzoesdure. 
3 


5. m- > 
4. 1, 2, 4-Dinitrobenzoesiure. 
5. 1, 3, 5- > 


6. Phenylessigsiéure. 

7. o-Nitrophenylessigsaure. 

8. Terephthalsaure. 

6. Nitroterephthalsaure. 

10. (Zur Kontrolle). p-Nitrobenzoesiiure. 


In 10 trat bei Zimmerwiarme Krystallbildung fast unmittelbar ein. 
In 3 kam es, in Zimmerwirme, zu keiner Krystallbildung innerhalb 
3 Stunden; am folgenden Tage wurde eine ganz spirliche Kruste auf 
dem Gefaifboden wahrgenommen; bei Aufbewahrung im Kihlzimmer 
wihrend 2 Tagen reichlichere Abscheidung. In simtlichen tibrigen Proben 
trat keine Abscheidung ein, nicht einmal bei Aufbewahrung im Kihl- 
zimmer wihrend 2 Tagen. In der auf angegebene Weise ausgefiihrten 
Mg-Behandlung hat man also ein Mittel, p-Nitrobenzoesdure von gewissen 
anderen, aromatischen Saéuren zu trennen. Innerhalb der Gruppe: Benzoe- 
sdure und ihren 3 isomeren Mononitroséuren erweist sich das Mg-Salz 
der p-Nitroséure als das schwerstlésliche. 

') Fiir Salz mit 7 Mol. berechnet: 5,05 °/o. 

. *) Siehe S. 283. 
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3. Benzoesiiure. 

Miihlhauser’) erwahnt, da er bei Salpetersdurebehand- 
lung von Proteinstoffen und darauffolgender Destillation «eine 
geringe Menge von Benzoesaure» erhalten habe. Auch Haber- 
mann und Ehrenfeld?) glauben in dem Destillat von einer 
Dampfstrombehandlung der salpeterséuresauren Caseinreaktions- 
fliissigkeit her Spuren derselben Saéure nachgewiesen zu haben, 
teils durch den charakteristischen Geruch, teils durch die Ent- 
stehung eines flockigen Niederschlags von isabellgelber Farbe 
bei Zusatz von Ferrichlorid. 

Die bei Bearbeitung der A- und B-Fraktionen von «Roh-p- 
Nitrobenzoesdure» erhaltenen Benzollésungen (vereinigt) wurden 
mit ein wenig verdiinntem Ammoniak ausgeschiittelt. Aus der 
ammoniakalischen, filtrierten Fliissigkeit wurde die Saure mittels 
verdiinntem HNO, ausgefallt, abfiltriert, mit einer spérlichen 
Menge Wasser gewaschen, ausgepreft und getrocknet (= «Roh- 
Benzoesiure»); Gewicht: 4,4 g. Die Substanz wurde mit Chloro- 
form aufgenommen, das, nach Abfiltrierung des ungeldsten 
Restes, an der freien Luft verdunsten gelassen wurde. Die 
nach Benzoesdéure riechende Masse wurde aus warmem Wasser 
unter Anwendung von Knochenkohle auskrystallisiert; zwei- 
malige Umkrystallisierung. Das erhaltene Priparat (Gewicht: 
1,1 g) bestand aus weifen, diinnen Krystallblittern, besa® den 
eigenartigen Geruch der Benzoeséure (stirker wahrnehmbar 
bei Erwarmung auf dem Wasserbad), gab mit Methylalkohol und 
konzentrierter Schwefelséure rein und intensiv den _ leicht 
erkennbaren Geruch des Methylbenzoats und mit Ferrichlorid 
eine hell lachsfarbene Fiallung, was zusammengenommen 
sicherstellte, dai Benzoesiure vorlag.*) 

In Anbetracht der Reichlichkeit des bearbeiteten Protein- 
stoffmaterials kann wohl mit Recht gesagt werden, dai Benzoe- 

1) A. a. O., S. 171. 

*) A. a. 0, S. 237. 

8) Daf es, trotz aller Sorgfalt, nicht gelungen war, dieselbe in 
vollig analysenreiner Form zu erhalten, zeigte sich jedoch bei der Schmelz- 
punktbestimmung, indem die Substanz nicht vollig glatt bei + 119—120° C. 


schmolz (der Schmelzpunkt reiner Benzoeséure: 121,5°), und die beim 
Schmelzen entstehende Fliissigkeit etwas opak war. 
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séure in «Roh-p-Nitrobenzoeséure» wenig mehr als spurenweise 
nachgewiesen worden ist. Hieraus den Schlu{ zu ziehen, daB 
Benzoesiure in keinem betrachtlicheren Mabe wahrend der 
Proteinstoff-Salpetersiurebehandlung gebildet worden wire, 
diirfte jedoch verfriiht sein, denn erstens muf diese leicht- 
fliichtige Saure sich teilweise (und in unkontrollierter Menge) 
wihrend der stiirmischen Reaktionsprozesse und wiihrend der 
fortgesetzten Konzentrierung bei Wasserbadwiarme verfliichtigt 
haben, und ferner liegt es in der Natur der Sache, da’ ein 
Teil in der Mutterlauge der «Rohkrystalle» gelést bleiben muB.*) 

Da Benzoesiurebildung bei meinen Versuchen weder bei 
Salpetersiiurebehandlung von Phenylalanin noch bei solcher 
von Tyrosin beobachtet worden ist,?) muf die Frage nach dem 
genaueren Ursprung der Benzoesdure offen gelassen werden. 
Da Phenylglykokoll (Phenylaminoessigsaure) bei solcher Behand- 
lung Benzoesaure ergibt,*) so kann das Auftreten von Benzoe- 
siiure bei der entsprechenden Behandlung von Proteinstoffen 
doch Veranlassung geben, in Mischungen von Proteinstoff- 
hydrolysenprodukten der genannten, bisher nicht nachgewiesenen 
Aminosiiure besonders nachzusptren. 


4, «X-Siure>». 
Isolierung. 


Bei der Bearbeitung der von den verschiedenen Versuchen 
herstammenden «Roh-p-Nitrobenzoesiure» wurde «Roh-X- 
Saure» in folgenden Mengen gewonnen: 


I. Serumeiweif 6,0 g, entspr., in Proz. des Proteinstoffmaterials : 0,17 
Il. Hiihnereiweifs 3,1 > > > > » > 0,10 
III. Casein 0,6 » > > > » . 0,07 
IV. Ovomucoid 0,2 » > > >» » > 0,08 
V. Hamoglobin 1,2 » . > >» > 0,10 
VI. Keratin(Schafwolle) 4,7 » > > > > » 0,16 


Summa: 15,8 g 


‘) Diesen Teil kann man bei der weiteren Untersuchung des «Ather- 
verdunstungsrestes» anzutreffen erwarten. 

*) Siehe S. 288, Anm. 4 und S. 307. 

*) Siehe S. 289. 
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Samtliche 6 Portionen stellten fast weife Pulver dar, die 
bei Erhitzung sich vollstandig verfliichtigten, ohne vorhergehende 
Schmelzung. Sie wurden, je fiir sich, in verdiinntem Ammoniak 
gelést; die LOsung wurde mit Knochenkohle geschiittelt und 
filtriert; unter Umriihren wurde Calciumchloridlésung hinzu- 
gesetzt,!) wobei, in jedem Falle, weifes, mikrokrystal- 
linisches Ca-Salz unmittelbar auszufallen begann 
(platte, teilweise zugespitzte Nadeln, meistens in 
Rosetten). Aus den nach 24 Stunden vereinigten, gefiillten 
Mischungen wurde das Ca-Salz abgeschieden, in Zentrifuge mit 
Wasser gewaschen und in Wiarme mit verdiinnter Salpeter- 
siure zersetzt. Die abgetrennte, mit Wasser ausgewaschene 
und getrocknete freie Siure wurde aus warmem, verdiinntem 
Spiritus?) umkrystallisiert, abgetrennt und in H,SO,-Exsikkator 
getrocknet: «X-Sidure», Prip. 2 (7,6 g). Auf gleiche Weise 
war aus «Rohsiure», erhalten bei auf S. 281 erwihnten 
orientierenden Versuchen mit Material von Hiihnereiweif, eine 
andere, kleinere Portion, Prap. 1, dargestellt worden. Eine 
Portion von Priip. 2 wurde nochmals aus verdiinntem Spiritus, 
danach aus kochendem Amylalkohol (1 : 200) umkrystallisiert 
usw.; die dabei erhaltenen zwei Fraktionen sind im folgenden 
bezeichnet als: Prip. 3 und Prip. 4. 


Elementaranalysen und Identifizierung. 


Praparat 1. 


a) 3,150 mg ergaben 6,61 mg CO,, entsprechend 57,23 °/o C, 


3,150 > > 1,07 » H,O, > 3,80 °/o H. 
b) 4,395 » > 9,23 » CO,, » 57,28 Ju C, 
4,395 » > 1,43 >» H,O, > 3,64°%o H. 


Praparat 2. 


4,397 mg ergaben 9,20 mg CO,, entsprechend 57,07 °/o C, 
4,397 » > 1,425 » H,O, > 3,63 °/o H. 





‘) Auf 1 g Substanz: 5ccm Ammoniak (10°/oig), 50 ccm Wasser ; 
10 ccm Calciumchioridlésung (enthaltend 25 g kryst. Salz in 100 ccm). 

*) Auf 1 g Substanz, gelést in 250 ccm kochendem 95 °/o igem Spiri- 
tus, wurde 1 Liter kochendes Wasser hinzugesetzt: die auskrystallisierte 
Saure (duferst feine Nadeln) wurde nach einem oder ein paar Tagen 
abgetrennt. 
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- Praparat 3. 
a) 3,559 mg ergaben 7,40 mg CO,, entsprechend 56,71 °%/o C, 


3,559 » " 1,17 » H,O, > 3,68 °/o H. 

b) 4,228 >» . 8,80 » CO,, > 56,77 °/o C, 

4,228 » » 1,37 » HO,, . 3,63 °/o H. 
Praparat 4. 

4,473 mg ergaben 9,38 mg CO,, entsprechend 57,19 °/o C, 

4,473 » >» 1,435 » H,O, > 3,59 °/o H. 


Ubriggebliebene Reste von den Prap. 2, 3 und 4 (ver- 
einigt) wurden aufs neue in Ca-Salz tibergefiihrt, das mittels 
verdiinnter HCl zersetzt wurde, welcher ProzeB noch einmal 
wiederholt wurde (= Pri. 5): 

a) 4,107 mg ergaben 8,63 mg CO,, entsprechend 57,31 °/o C, 





4,107 >» > 1,39 » H,0, » 3,79 %/o H. 
b) 3,104 » - 6,53 » CO,, ’ 57,38 %/o C, 
3,104 » . 1,01 » H,O, > 3,64 °/o H. 
Berechnet fiir C,H, - (COOH), : 
C 57,81 o/, 


H 3,60 %o. 

Die physikalischen Eigenschaften der «X-Séure» (u. a. 
Krystallisationsweise, auBSerordentliche Schwerléslichkeit in 
Wasser, Verhalten gegen organische Lésungsmittel, Abwesen- 
heit von Geschmack, Sublimierbarkeit ohne vorhergehende 
Schmelzung), ihre chemischen Eigenschaften (Bildung von 
sehr schwerléslichem Ca-Salz, Resistenz gegen konzentrierte 
Schwefelséure, Ausfallen des Mg-Salzes aus kochender Lésung 
und allmihlich geschehende Wiederauflésung bei Zimmerwarme, 
die Unveriinderlichkeit der Séure bei Eintrocknen mit 60°/oiger 
Salpetersiure, Ubergehen in eine in Wasser leichtlésliche, farb- 
lose Nitrosiure bei energischer Behandlung mit rauchender 
Salpetersdéure') usw.), sowie ferner die elementare Zusammen- 
setzung stellen es auber allem Zweifel, daB hier Ben- 
z0l-1,4-Dicarbonsiure, gewOhnlich Terephthalsaure?) 


genannt, vorliegt. 


') Siehe S. 299. 

*) Die Sdure in vollig reiner Gestalt zu erhalten, ist bis auf weiteres 
nicht gelungen, infolge einer derselben zéh anhaftenden, geringeren Ver- 
unreinigung (wahrscheinlich Terephthalséureamid, das in bezug apf Schwer- 
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Reaktionsprodukt der ,,X-Saure“ bei energischer Ein- 
wirkung von rauchender Salpetersdure. 


Als Material wurden Portionen von Priip. 2 verwendet; 
die bei den Versuchen angewandte Salpetersiure (60°/oige, 
wie auch rauchende) war umdestilliert, vollkommen schwefel- 
siurefrei. 

Vers. 1 (zur Orientierung). 

60°%/oige Saéiure. Eine Portion von 0,2100 g wurde in 
Porzellanschale auf dem Wasserbad mit 5 ccm Siure eingedampft 
(danach 24 Stunden lang in H,SO,-Exsikkator): keine Gewichts- 
zunahme. Das Verfahren wiederholt: Gewichtszunahme um 
0,0003 g; aufs neue wiederholt: weitere Gewichtszunahme um 
0,0008 g. Die Gewichtszunahme demnach minimal. Die Sub- 
stanz dem Anschein nach unverdndert, andauernd nicht schmelz- 
bar bei Erhitzung; nach Aufnehmen mit Wasser keine Kongo- 
reaktion; keine Gelbfiirbung durch hdhere Nitroprodukte. 

Rauchende Sdure. Kine Portion von 0,2019 g (im 
ubrigen gleiche Anordnung wie im vorigen Fall).. Gewichts- 
zunahme: 0,0100, 0,0159 bezw. 0,0199 = insgesamt 0,0458 g, 
entsprechend 22,7°/o. Der Verdunstungsrest, krystallinisch, 
wei (mit einem citronengelb gefarbten Rande), schmilzt bei 
Erhitzung, ist kongosauerreagierend.') 

Vers. 2. Reaktionsprodukt (1,65 g) von Behandlung mit 
rauchender Salpetersdure her liste sich (leicht und vollstiindig) 
bei Erwirmung mit 10 Teilen Wasser. Bei Abkiihlung ent- 





loslichkeit in Wasser und in organischen Lésungsmitteln der Terephthal- 
sdure &hnelt), welche Verunreinigung sich durch die nicht absolute 
N-Freiheit der erhaltenen Praparate, etwas zu niedrigen C-Gehalt und, 
bei acidimetrischer Titrierung, etwas zu hohes Aquivalentgewicht zu er- 
kennen gibt. 

') In einem anderen Versuche (ausgefiihrt in Erlenmeyer-Kolben 
mit Uhrglas) wirkte die Saure jedesmal 10 Stunden lang ein; zuletzt Ab- 
dampfung in Schaie usw. Bei dieser intensiveren Einwirkung betrug die 
zum Schlufs konstatierte Gewichtszunahme nur 15,2°/o, woraus eine 
sekundire, partielle Destruktion des zuerst gebildeten Produkts hervor- 
geht (bei kompletter und unkomplizierter Mononitrierung reiner Tere- 
phthalsdure berechnet sich die Gewichtszunahme zu 27,1 °/o). 
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standene reichliche Krystallabscheidung!) wurde abgetrennt, 
ausgepreBt und aus kochendem Wasser (10 Teile) umkrystal- 
lisiert. Ausbeute: 1,23 g (Frakt. 1). Aus der Mutterlauge 
wurden weitere 2 kleinere, krystallinische Fraktionen abge- 
schieden. Der Schmelzpunkt bewegte sich fiir die 3 Frak- 
tionen zwischen 261 im Minimum und 264°C. im Maximum. 

Frakt. 1 wurde niiher untersucht. 

Sehr leichtléslich in Alkohol und in Ather. List sich in 
konzentrierter Schwefelsiure ohne Fiirbung. Reduziert nicht 
Kaliumpermanganat in alkalischer Flissigkeit (= frei u. a. von 
Fumarsiure). Gibt in Wasser sehr leichtlésliches K-Salz. Die 
wiisserige Liésung kongosauer und stark sauer schmeckend 
(mit bitterem Nachgeschmack), wird nicht gefallt von Silber- 
nitrat, Merkurichlorid, Kuprisulfat, Calciumchlorid, Kalkwasser 
(bis zu neutraler Reaktion), Baryumchlorid -- Ammoniak +- 
Spiritus (= Bernsteinsiiture abwesend) oder Bromwasser ; 
gibt dagegen Fiillung mit Merkuronitrat, Bleiacetat (schén 
krystallinisch) und Ferrichlorid (hell lachsfarben). 


Klementaranalysen. 


4,407 mg ergaben 7,40 mg CO,, entsprechend 45,80 °/o C, 
4407 » > 0,95 » H,0, . 2,41 %o H. 
4,400 mg ergaben 7,37 mg CQO,, entsprechend 45,68 °/o C, 
4,400 >» . 0,97 » H,O, » 2,47 jo H. 
6,167 » : (756 mm, 17,5° C.) 0,379 ccm N, entsprechend 7,18 %o N. 
4,211 » > (756 » 165° C.)0,257 » » » 7,16 %/o N. 


Berechnet fiir C,H,(NO,) - (COOH), : 
C 45,99 Jo 
H 2,39 %o 
N 6,64 Jo. 

Die allgemeinen Eigenschaften des Reaktionsprodukts 
(iibereinstimmend mit denen bei aus synthetischer Terephthal- 
siiure auf entsprechende Weise dargestellter Substanz), wie auch 
seine Zusammensetzung zeigen, daB dasselbe (wenigstens 
der Hauptsache nach?)) Nitro-Benzol-1,4-Dicarbon- 
siiure (=Nitroterephthalsdure) darstellt. 


!) Bildete blumenkohlahnliche Aggregate von feinen Nadeln. 
*) In gewissem Grade mit einem N-reicheren Produkt gemengt.. 
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Der Ursprung der Terephthalsiure. 


Der konstante Fund von Terephthalsiure') in dem bei 
Salpetersiiurebehandlung von verschiedenartigem Proteinstoff- 
material erhaltenen Reaktionsgemisch ist — als unerwartet 
und bis auf weiteres nicht naher erklirlich —- von mir mit 
gewisser Skepsis aufgenommen worden, nicht was die Tat- 
sache selbst betrifft, wohl aber hinsichtlich des naiheren Ur- 
sprungs der gefundenen Saure. Nachdem ein erster Verdacht, 
daf die Substanz von einer zufalligen Verunreinigung in der 
angewandten Salpetersdure herriihren kénnte, durch direkte 
Priifung als grundlos erwiesen worden war,?) erhob sich der 
Zweifel, ob die Terephthalséure als bei der Zerspaltung von 
Proteinstoffmolekiil aufzufassen ist (1), oder ob sie ihren Ur- 
sprung in einer in dem angewandten Proteinstoffmaterial vor- 
handenen anderen Substanz hat (2). Zugunsten der letzteren 
Alternative kOnnte angefitihrt werden, dai das angewandte 
Proteinstoffmaterial, obwohl in jedem Falle sorgfaltig von 
wasserloslichen Verunreinigungen befreit, in den meisten Fiillen 
nicht frei von Lipoiden gewesen ist, unter welchen Cholesterin 
vorhanden gewesen sein kann, eine Verbindung, die, nach 
Windaus und Stein,*) als «ein kompliziertes Terpen» zu 
charakterisieren ist. Fiir die erstgenannte Alternative spricht 


') Zuerst dargestellt aus Terpentinél (woher der Name) und an- 
; ells (! 
deren fliichtigen Olen, enthaltend dem Cymol, C,H, , nahverwandte 
CH, (*) 
Terpene. Generell wird diese Saéure, wie bekannt, bei Oxydation von 
Benzolderivaten gebildet, die zwei C-haltige Seitenketten in p-Stellung ent- 
ols (") CH, (') 


halten, z.B.Cymol, p-Xylol: CoH UL a. 


,p-Toluylsiure : C,H, 
CH, (*) \COOH(*) 
*) '/e 1 der genannten Sdure ergab bei vollstiindiger Eindampfung 
auf Wasserbad einen geringen Riickstand, in welchem nicht einmal Spuren 
von Terephthalsdiure zu entdecken waren. Ubrigens wurde «X-Sdure>, 
ebenso wie bei den hier fraglichen 6 Versuchen, in «Roh-p-Nitrobenzoe- 
sdure»>, in den 1890er Jahren unter Anwendung einer anderen Partie 
Salpetersiure dargestellt, angetroffen. 
*) Ber. d. deutsch. chem. Ges., Bd. 37, S. 3699—3708 (1904). 
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dagegen in seiner Weise, daB Windaus,') der eingehend die 
Verhiiltnisse bei der Oxydierung des Cholesterins mit Salpeter- 
siure studiert hat, nicht dabei Terephthalséure oder Nitro- 
terephthalsdure angetroffen hat, und daB unter dem von mir 
angewandten Proteinstoffmaterial sich eines befand,?) das, ob- 
wohl durch besondere, sorgfiltige Behandlung von Lipoiden 
gereinigt, in Ubereinstimmung mit allen iibrigen die fragliche 
Siiure entstehen labt. In diesem Zusammenhange ist es nicht 
ohne Interesse, dafi Baumann’) aus einem Proteinstoff- 
Baustein, Cystin, (durch Baryumhydroxydeinwirkung) eine Saure 
dargestellt hat, die, aller Wahrscheinlichkeit nach, Methyl- 
terephthalsiiure (Uvitinsiiure) reprisentierte. Obwohl die vor- 
liegenden Verhiltnisse demnach keine bestimmte Entscheidung 
der Frage erlauben und, wie bereits angedeutet, die Bildungs- 
weise bis auf weiteres nicht klar ist,4) so scheint mir doch die 
Annahme, daf die gefundene Terephthalsiure von dem Protein- 
stoffmolekiil selbst herriihrt, einen gré8eren Grad von Wahr- 
scheinlichkeit zu besitzen als die entgegengesetzte Annahme. 

Jedenfalls ist das hier konstatierte Auftreten von Tereph- 
thalsiure — zuvor erhalten bei Oxydierung von im Pflanzen- 
reiche vorkommenden oder von synthetisch dargestellten Stoffen 
— als Oxydationsprodukt von animalischem Material 
von Interesse und verdient ein fortgesetztes Studium. 


Anhang (betreffend das Mg-Salz der Terephthalsdure). 


Einige Versuche hierzu wurden mit synthetischem Pra- 


parat (von Kahlbaum bezogen) ausgefihrt. 

Vers. 1. Terephthalséure (1 Teil) -+- Magnesia usta 
(1 Teil) 4- Wasser (25 Teile) wurden mittels Maschine ein 
paar Stunden iang geschiittelt, worauf filtriert wurde. Das 


‘) «Uber Cholesterin». Habilitationsschrift, Freiburg i. Br. 1903. 
Ber. d. deutsch. chem. Ges., Bd. 36, S. 3752—3758 (1904). 

*) Casein nach Hammarsten, bezogen von Kahlbaum. 

°) Ber. deutsch. d. chem. Ges., Bd. 15, S. 1731—1735 (1882). 

*) Unter anderem ist festgestellt worden, daf’ weder Tyrosin, noch 
Phenylalanin oder Tryptophan, jedes fiir sich, und ebenso auch nicht 
eine Mischung der beiden erstgenannten, bei Salpetersiurebehandlung 
Terephthalsadure ergibt. 
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klare, schwach alkalisch reagierende Filtrat ergab bei einige 
Minuten dauerndem Aufkochen eine schién_ krystallinische, 
weife Fallung (Prismen in Rosetten oder hexagonalen Tafeln), 
die im Laufe einiger Tage, unter bisweilen vorgenommenem 
Umschiitteln in geschlossenem GefiiB, bei gewéhnlicher Tem- 
peratur wieder in Losung ging. Die Prozedur wurde mit dem 
gleichen Resultat wiederholt. Ein anderer Teil des Filtrats 
ergab bei Verdunstung im H,SO,-Exsikkator eine weife, sand- 
artig harte, geschmacklose Krystalikruste, die, mit Wasser 
iibergossen, sich vollstiindig innerhalb 24 Stunden léste; die 
Lésung verhielt sich bei Erwarmung usw. gleich der vorher- 
erwahnten. 

Vers. 2. Bei Mg-Behandlung auf zuvor beschriebene 
Weise!) blieb die Mischung klar, sogar bei 2 Tage dauernder 
Aufbewahrung im Kiihlzimmer; bei Aufkochen trat dagegen 
binnen kurzem sehr reichliche krystallinische Fallung ein. 
Das Mg-Salz der Terephthalsiiure zeigt also ein z. B. dem Ca- 
Salz der Citronenséure analoges Verhalten: es ist bedeutend 
schwerer loslich in warmem als in kaltem Wasser. 


5. Trinitrophenol (Pikrinsiiure). 
Literatur. 


Pikrinséure (zuerst von Woulfe 1771 aus Indigo er- 
halten) wurde bereits im Jahre 1799 von Welter?) aus Protein- 
stoffmaterial (Seide, Rindshaaren) durch Salpetersiurebehand- 
lung dargestellt. Auch aus Schafwolle ist dieselbe Saure friihzeitig 
dargestellt worden.*) Diese Tatsache ist indessen in der bio- 
logisch-chemischen Handbuchliteratur*) ganz unbeachtet ge- 
blieben. Inouye) erwaéhnt, im Zusammenhang mit dem 

1) Siehe S. 283. 

?) A. a. O. Die Saure wird von W. schlecht und recht als «amer> 


bezeichnet; in der deutschen Literatur findet man demzufolge auch das 
Pikrinsiuresynonym: «Weltersches Bitter». 

3) Nach Angabe z. B. in Dammers Chem. Handwiorterbuch (1876). 
Die Originalangabe wiederzufinden, ist mir jedoch, trotz eifrigen Suchens, 
nicht gelungen. 

*) Z. B. Abderhaldens Biochem. Lexikon, Oppenheimers 
Handb. d. Biochemie. 

*) Diese Zeitschr., Bd. 81, S. 80—95 (1912). 
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Studiumr der Xanthoproteinséurereaktion, dafi er keine Pikrin- 
siure bei Behandlung von Seide mit konzentrierter Salpeter- 
siure bei niedriger Temperatur beobachtet habe, laBt aber die 
Frage offen, ob «bei einem eingreifenden Verfahren, wie es 
von Welter angewandt worden ist, Pikrinsiure entsteht>». 
Ganz kiirzlich fiihrt Eigenberger in einem Aufsatz iiber die 
Urease der Sojabohne') an: «Der aromatische Kern (den EiweiB- 
stoffen des wisserigen Extraktes angehorig) 148t sich durch 
Salpetersiure zu Pikrinsdure nitrieren, wodurch eine leicht 
zeisiggelbe Fiarbung auftritt, die auf Kalilaugezusatz in Orange 
umschligt.» Aus dem Zusammenhang ist es indessen offenbar, 
dafi E. die genannte Séure nicht isoliert und identifiziert hat, 
sondern den zitierten Satz lediglich als eine Umschreibung fiir 
die Xanthoproteinsaéurereaktion anwendet, die im iibrigen sich 
auf eine nicht haltbare Supposition griindet.?) SchlieBlich sei 
konstatiert, dai weder Habermann und Ehrenfeld’) noch 
v. Fiirth*) — letzterer ungeachtet der Bearbeitung, wie oben, 
in anderem Zusammenhang, betont worden ist, kolossaler 
Materialmengen — etwas von dem Auftreten von Pikrinsaéure 
bei tiefgreifender Spaltung verschiedener Proteinstoffe zu be- 


richten haben. 


Eigene Versuche. 


Ausbeute von Roh-K-Pikrat. 


Dieses wurde aus dem «Atherverdunstungsrest» (siehe 
S. 264) dadurch erhalten, daf derselbe mit wenig Wasser auf- 
genommen wurde, worauf unter Umriihren feinpulverisiertes 
Kaliumbicarbonat in leichtem Uberschu8 nach und nach hin- 
zugesetzt, der entstandene krystallinische Niederschlag nach 
einigen Tagen abgetrennt und mit etwas Wasser durch Zen- 


') Diese Zeitschr., Bd. 93, S. 370—377 (1915). 

*) Daf von einer Beteiligung der Pikrinséure an der Xanthoprotein- 
siurereaktion nicht die Rede sein kann, hat bereits Inouye deutlich 
betont. Diese Bemerkung steht in vélligem Einklang mit von Verfasser 
wiederholt gemachten Erfahrungen. 

4.-2-@. 

*) A..0.@. 
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trifugieren gewaschen,') ausgepreBbt und getrocknet wurde. Die 
Ausbeute, auch in freie Siure umgerechnet,”) findet sich in 
Tabelle 9 angegeben. 


Tabelle 9. 


























Roh-k-Pikrat Entsprech. 

P | i oo 

I. Serumeiweif 22,0 | 0,63 0,54 

II. Hithnereiweifi . . 24.8 | 0,83 0,71 
Ill. Casein. . 81 | 0,95 0,81 
IV. Ovomucoid....... 1,4 | 0,56 0,48 
V. Himoglobin. ...... 9 4 0,78 0,67 
VI. Keratin (Schafwolle) . . . 16.8 0,56 0.48 


Die Reinigung der Substanz. 


Saimtliche Roh-K-Pikratportionen wurden zweimal aus 
kochendem Wasser, unter Aflwendung von Knochenkohle, um- 
krystallisiert, wonach sie rein gelbe, glitzernde Nadeln bil- 
deten. Die erhaltenen Préiparate wurden teilweise zur Dar- 
stellung freier Saure verwendet; diese letztere bestand aus 
hellgelben, glinzenden, intensiv bitter schmeckenden Krystall- 
blittchen, samtlich mit Schmelzpunkt bei ca. 122°C. 


Elementaranalysen. 


I. 0,7435 g K-Salz ergaben 0,2390 g K,SO,, entsprechend 14,44°o K. 
3,193 mg freie Siure ergab. (761 mm, 21°)0,505 ccm N,entspr. 18,39°/o N. 

ll. 0,7153 g K-Salz ergaben 0,2296 g K,SO,, entsprechend 14,41°/o K. 
Ill. 05989 g~ » > 0,1910 g K,SO,, > 14,32 Jo K. 
4,029 mg» (753 mm, 20°) 0,549 ccm N, entspr. 15,73°/o N. 





1) Die Mutteriauge wurde, nachdem eine kleinere Portion zur quan- 
titativen Oxalsdurebestimmung angewandt worden, behufs spiterer Unter- 
suchung aufbewahrt. 

*) Die fraglichen Zahlen miissen den wahren Verhiiltnissen sehr 
nahe kommen, da in dem Rohpikrat als einzige Verunreinigung in geringer 
Menge adsorbierter, wahrscheinlich von Tryptophan herriihrender rot- 
brauner Farbstoff angetroffen wurde. 
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IV. 0,4343 g K-Salz ergaben 0,1389 g K,SO,, entsprechend 14,36°/o K, 


3,882 mg» > (753 mm, 20°) 0,522 ccm N, entspr. 15,52 °/o N- 

V. 0,6034g¢ » * 0,1946 g K,SO,, entsprechend 14,48 °/o K. 
3,415mg_ > , (757 mm, 22°) 0,456 cem N, entspr. 15,39 °%/o N. 

VI. 0.7212 go» , 0,2344 g K,SO,, entsprechend 14,59 °/o K, 


3,193 mg freie Saure ergab. (760 mm, 22°)0,515 ccm N, entspr. 18,42 °/o N. 





Berechnet fiir C,H,(NO,), - OK: 
K 14,65 %Jo 
N 15,73 %Jo. 
Berechnet fiir C,H,(NO,), -OH: 
N 18,35 Jo. 


Der Ursprung der Pikrinsaure. 


Bei den Versuchen iiber Behandlung von Tyrosin und 
Phenylalanin (wie auch Phenylaminoessigsaure) mit Salpetersaure, 
die im Zusammenhang mit p-Nitrobenzoesiure!) erwahnt wor- 
den sind, wurde in dem Reaktionsgemisch auch nach Pikrin- 
siiure gesucht. Von den genannten Substanzen ist Tyrosin 
zuvor beziiglich Pikrinsiurebildung bei derartiger Behandlung 
untersucht worden, nimlich von Thudichum und Wanklyn,?) 
die jedoch ihrer ausdriicklichen Angabe nach in dieser Be- 
ziehung zu negativem Kesultat gelangt sind. 


Tyrosin. 


Nach einem vorbereitenden Versuch mit 2 g wurden zwei 
Versuche in gréferem Mafstabe angestellt. In jedem der 
beiden Versuche: 10 g Tyrosin -++ 100 ccm 60°/oige Salpeter- 
siure;*) in Kolben 24 Stunden lang bei Zimmerwirme; auf 
Wasserbad 2 X 10 (Vers. 1) bezw. 10 (Vers. 2) Stunden. 

Vers. 1. Das Reaktionsgemisch wurde auf dem Wasser- 
bad auf 10 ccm Volumen eingeengt, in den Eisschrank gesetzt 
(wobei sich hellgelbe Krystalle in diinnfliissiger, schén gelber 
Fliissigkeit bildeten‘) ), danach Absaugung, Waschen mit kleinen 


') S. 288. 

2) A. a. O., S. 289. 

*) Auf 0° abgekiihlt, zwecks Verhiitung allzu heftiger Initialreaktion. 
*) Wahrend der langedauernden Behandlung in Warme war Oxal- 


siure zum allergréfiten Teil zerstért worden. 
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Portionen Wasser, Auspressen usw. (Gewicht 0,32 g); Um- 
krystallisierung aus kochendem Wasser (= Priip. 1); Schmelz- 
punkt: 122°. Aus der Mutterlauge wurde eine weitere Portion 
Krystalle erhalten (Gewicht 0,25 g); Umkrystallisierung, Schmelz- 
punkt: 122°. Durch Ausschiitteln mit Benzol wurde eine dritte 
Portion erhalten (Gewicht 0,14 g). 

Vers. 2. Das Reaktionsgemisch wurde in Zimmerwiirme 
durch kraftigen Luftstrom wahrend mehrerer Tage konzentriert. 
Durch Behandlung der abgeschiedenen Krystalle!) bezw. der 
Mutterlauge mit Benzol usw. wurden insgesamt 0,84 g erhalten.*) 
Nach Umkrystallisierung Schmelzpunkt 122°C. (= Prap. 2). 


Elementaranalysen. 


Praparat 1. 
4,452 mg ergaben 5,14 mg CO,, entsprechend 31,49 °/o C, 
4,452 » > 0,58 » H,O, > 1,46 °%/o H. 
4,284 » > (727 mm, 15°) 0,687 ccm N), entsprechend 18,18 °/o N. 
Praiparat 2. 
4,448 mg ergaben 5,12 mg COQ,. entsprechend 31,39 %/o C, 
4,448 >» > 0,56 » H,O, > 1,41 Jo H. 


3,875 » > (732 mm, 22°) 0,635 ccm N, entsprechend 18,26°/o N. 
Berechnet fiir C,H,(NO,), - OH: 
C 31,43 %o 
H = 1,32 %o 
N= 18,35 %/o. 

Mit Riicksicht auf das Aussehen, den intensiv bitteren 
Geschmack, den Schmelzpunkt, die Léslichkeitsverhiiltnisse, die 
Fallbarkeit durch Nitron, die Bildung von schwerléslichem, 
explosivem K-Salz sowie auf die Resultate der Elementarana- 
lysen ist es offenbar, daB 2-, 4-, 6-Trinitrophenol (= Pi- 
krinsdéure) vorliegt. Die Totalausbeute entspricht 7,1 
bezw. 8,4%Jo des angewandten Tyrosins. 


Phenylalanin. 
Aus der salpetersiuresauren Reaktionsfliissigkeit (nach 
der Entfernung von Roh-p-Nitrobenzoesiiure) von dem auf 
S. 288 erwahnten Versuch (10 g Phenylalanin) her wurde durch 





‘) Diese bestanden teilweise aus Oxalsiure. 
*) Benzoeséure wurde nicht gebildet. 
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Ausschiitteln mit Ather, Behandlung des Atherverdunstungs- 
restes mit Benzol und Versetzen des Benzolverdunstungsrestes 
mit Kaliumcarbonat krystallinisches K-Salz (Gewicht 0,5 g) 
erhalten, woraus nach Umkrystallisierung aus kochendem Wasser 
(-+ etwas Knochenkohle) die Saure freigemacht wurde usw. 
4,488 mg ergaben 5,15 mg CO,, entsprechend 31,30 °/o C, 
4,488 > , 0,58 » HO, , 1,45 Jo H. 
4,74) » » (727 mm, 18°) 0,770 ccm N, entsprechend 18,23 °/o N. 
Zusammensetzung und sonstige Eigenschaften machen es 
vollig klar, daf auch hier Pikrinséure vorliegt. Die 
Ausbeute entspricht 4,3°/o des Ausgangsmaterials. 


Phenylaminoessigsdure. 


Aus der Reaktionsfliissigkeit von 10 g her wurde auf analoge Weise 
eine geringe Menge (0,2 g) gelbes K-Salz isoliert, das nach Umkrystalli- 
sierung das Aussehen von K-Pikrat hatte, und dessen freigemachte Sdure 
bei 122° schmolz, weshalb auch hier Pikrinsaure gebildet worden 


sein diirfte. 
Tryptophan. 


3 g -+ 30 ccm 60°/oige Salpeterséure wurden zuerst bei 
Zimmerwirme 24 Stunden lang, danach bei 80° 4 Stunden 
lang behandelt. Die dunkel-orangefarbene Fliissigkeit ergab 
bei Verdiinnung mit 10 Volumen Wasser einen reichlichen, 
flockigen, hochgelben Niederschlag, der, nach 24stiindiger 
Aufbewahrung im Eisschrank, abgetrennt wurde.'!) Aus dem 
Filtrat wurde durch Ausschiitteln mit Benzol usw. und Be- 
handlung mit Kaliumcarbonat eine kleine Portion von schén 
krystallisiertem, citronengelbem K-Salz (Gewicht 0,07 g) er- 
halten. Die freigemachte, hellgelbe Krystallblattchen bildende 
Saure (Schmelzpunkt 120°) wurde analysiert: 

3,438 mg ergaben (758 mm, 21°) 0,548 ccm N, entsprechend 18,46°%o N. 

Somit ist auch aus Tryptophan, wenn auch in 
geringer Menge, Pikrinsdéure erhalten worden. 


‘) Gewicht, nach Exsikkatortrocknung, 1,2 g. Die Substanz rasch 
und vollstaindig léslich in Athylacetat, schon in 5 Teilen (Terephthalsiure 
demnach abwesend); die Lésung gab mit Benzol oder Petroleumather 


unmittelbar hochgelbe Fallung. 
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Aus den oben angegebenen Versuchsresultaten 
geht deutlich hervor, da aus Proteinstoff gebildete 
Pikrinsiure zunichst von den beiden bekannten aro- 
matischen Bausteinen, Tyrosin und Penylalanin, und, 
zu einem geringeren Teil, auch vom Tryptophan her- 
riihren') kann. 


') Aus keinem anderen Proteinstoffbaustein ist Pikrinsaure erhalten 
worden, insbesondere nicht aus Histidin, Prolin und Oxyprolin, bei Bear- 
beitung eines mit «Rauchsaure V>» (siehe S. 275) erhaltenen Reaktions- 
gemisches von Substanzmengen im Betrage von 0,5 g. 











Uber einige Bestandteile der Maiskeime. 


Von 
E. Winterstein und F. Wiinsche. 





(Aus dem agrikultur-chemischen Laboratorium der Eidgenéssischen Technischen 
Hochschule in Ziirich.) 


(Der Redaktion zugegangen am 6. Oktober 1915.) 





Uber den Mais liegt eine groBe Reihe von Arbeiten 
chemischer Natur vor. Die alteren Arbeiten beschaftigten sich 
mit der Zusammensetzung der Maispflanze in verschiedenen 
Entwicklungsstadien vom Beginn der Keimung bis zur Frucht- 
reife. Trotzdem diese Untersuchungen mit den damaligen un- 
zulainglichen Methoden ausgefiihrt worden sind, gewahren sie 
doch einen gewissen Einblick in den Aufbau und die Wande- 
rung der Stoffe, wobei auch auf die Bedeutung der Aschen- 
bestandteile hingewiesen wird. 

In unserem Laboratorium sind eine Anzahl von noch 
nicht publizierten Arbeiten &hnlicher Art ausgefiihrt worden, 
unter Zuhilfenahme der neueren Methoden. Diese Arbeiten 
wurden in der Absicht ausgefiihrt, einigen Aufschlu8 iiber die 
Bildung der Eiweifstoffe in den Pflanzen zu gewinnen, 

Fiir das Studium dieser Frage schien mit Riicksicht auf 
die vorliegenden chemischen Untersuchungen die Maispflanze 
besonders geeignet. Dabei war es angezeigt, iiber die chemische 
Zusammensetzung des Embryo des Maiskornes Aufschlu8 zu 
erlangen, weshalb sich die vorliegende Arbeit znnichst aus- 
schlieBlich mit der Untersuchung desselben beschaftigt. 

Das zur Untersuchung gelangte Material wurde uns durch 
Herrn H.C. Humphrey von der Firma «Corn Products Refining 
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Company, Newyork» zur Verfiigung gestellt. Es sei uns ge- 
stattet, Herrn Humphrey und der Corn Products Refining 
Company auch auf diesem Wege unseren verbindlichsten Dank 
auszusprechen. 

Das Material wurde in zwei Sendungen zugestellt. Die 
erste Sendung, welche ich mit A bezeichne, bestand aus schon 
gemahlenen Keimen, wiéhrend wir bei der zweiten Sendung 
ganze und nach der giitigen Untersuchung von Professor 
Dr. C. Schellenberg vollkommen unverletzte Embryonen er- 
hielten. Dieses Material, welches mit B bezeichnet sei, wurde 
zur quantitativen Analyse und verschiedenen andern Versuchen 
sorgfaltig ausgelesen und von der 4,9°/o betragenden Bei- 
mengung (49,49 g Keime enthielten 2,423 g — 4,90°/o Bel- 
mengungen) getrennt. Die Beimengung bestand groBtenteils aus 
Bruchstiicken der Chalaza und aus Samenschalen, nur hin und 
wieder kamen kleine Teilchen von Endosperm vor. 

Material A war frischhergestelit, bei 112" F. getrocknet und 
in zugeliteten Blechbiichsen auf schnellstem Wege. herbefordert 
worden, um eine Veriinderung tunlichst zu vermeiden. 

Zur qualitativen Untersuchung war eine gréBere Menge 
extrahierten Materials erforderlich. Die Extraktion grofer 
Mengen des Materials wurde von der Firma Blatimann « Cie. 
in Wadensweil in dankenswerter Weise mit Ather und Alkohol 
nach genauer Vorschrift ausgefihrt. 

Die bei niedriger Temperatur von den Lésungsmitteln 
befreiten Extrakte sowie das extrahierte Materia}! wurden uns 
wieder gut verschlossen zuriickgesandt. 

Diese Keime kinnen nicht als vollig frei von anhaftenden 
Beimengungen bezeichnet werden, da sie mit technischen 
Mitteln isoliert und uns in gemahlenem Zustande gesandt 
worden waren. 

16,84 kg Ausgangsmaterial gaben bei der Extraktion 8 kg 
Atherextrakt, 2,08 kg Alkoholextrakt und 6,76 kg == ca. 40,1 °/o 
entfettetes, mit Alkohol extrahiertes Material. 

Material B wurde nach dem Mahlen mit verschiedenen 
Lésungsmitteln je nach Bedarf entfettet, woriiber an den be- 
treffenden Stellen niheres mitgeteilt ist. 


iV 
te 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XCV. 
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I. Quantitative Untersuchungen. 


1. Trockensubstanzbestimmung. 


Das Material A wurde mehrere Wochen im Vakuumexsik- 
kator vorgetrocknet und dann im Wasserstoffstrom bei 105° 
bis zum konstanten Gewicht getrocknet. Der Trockensubstanz- 


gehalt betrug 96,22 °/o. 


2. Fettbestimmung. 


Durch Extraktion mit absolutem Ather und Trocknen des 
Riickstandes im Wasserstoffstrom. Rohfettgehalt im Material A 
53,44 °/o, im Material B 54,20°/o. Das Rohfett enthielt 0,01 °/o N 
und 0,081°/o P, daraus berechnet sich ein Lecithingehalt von 
2,11°/o, fiir das unentfettete Ausgangsmaterial A 1,14°/o. 


3. Bestimmung des Phosphors im Alkoholextrakt. 


Das mit Ather extrahierte Material wurde 3 mal je !/2 Stunde 
mit absolutem Alkohol ausgekocht, abfiltriert, Filtrat vom Alkohol 
befreit, der Verdampfungsriickstand des Alkohols mit Salpeter- 
Sodamischung verbrannt, in verdiinnter Salpeterséure gel6st, 
mit Ammonmolybdat nach Woy gefallt, Phosphormolybdat in 
Ammoniak gelést, Lésung mit Magnesiamixtur nach Schmitz 
gefillt, gab 0,0208 g Mg,P,0, =0,02 °/o P (im Ausgangsmaterial 
29,685 g) = ca. 0,54°/o Distearyllecithin. 

In den Alkoholextrakt ging also ungefahr gleich- 
viel Phosphor ein, wie in den Atherextrakt. 


+. Quantitative Bestimmung des Unverseifbaren im 
Atherextrakt des Materials A. 


41,545 g des auf warmem Sandbad im Vakuumexsikkator 
iiber Schwefelsiiure ca. 4 Stunden getrockneten Atherextraktes 
wurden mit 100 cem absolutem Alkohol erwarmt, hierzu eine 
Lésung von 8 g Natrium in 160 ccm absolutem Alkohol gefiigt, 
auf dem Wasserbad erwarmt, Alkohol vertrieben, die ent- 
standenen Seifen bei 80° getrocknet, fein zerrieben und ca. 
12 Stunden mit Ather extrahiert. Nach Verjagen des Athers 
verblieb ein gelblicher, salbenahnlicher Riickstand, welcher mit 
wenig Alkohol und ca. 700 ccm Wasser versetzt, milchige 






































Uber einige Bestandteile der Maiskeime. 313 


Triibung gab; nach dem Absitzen, Filtrieren und Trocknen 
wurden so 0,750 g = 1,81°o des Atherextraktes als Unver- 
seifbares erhalten. Beim Versuch der Umkrystallisation loste 
sich nicht alles im 90°/oigen Alkohol, es verblieb eine 
wachsartige, rétlichgelbe Masse, welche lislich in Ather und 
in Chloroform war und 0,149 g = 0,36°/o betrug, wiahrend 
0,601 g = 1,45°/o in verdiinntem Alkohol léslich waren. 


5. Aschenbestimmung. 
4,804 g Trockensubstanz gaben 0,065 g = 1,370/, Asche. 


6. Stickstoffbestimmungen. 

a) Gesamtstickstoff in der mit Ather entfetteten mit Alko- 
hol extrahierten Substanz A nach Kjeldahl ergab in der luft- 
trockenen Substanz (mit 9,76°/s Feuchtigkeit) 4,13°/o, auf die 
Trockensubstanz umgerechnet 4,47°/o Gesamtstickstoff. 

b) Eiweifstickstoff nach Stutzer mit Kupferhydroxyd 
bestimmt 4,26 °/o. 

c) Basenstickstoff einschlieBlich Ammoniakstickstoff 0,10°/o. 

Daraus berechnet sich folgende Verteilung des Stickstoffs 
auf die entfettete mit Alkohol extrahierte, wasserfreie Trocken- 
substanz. 

EiweiBstickstoff 95,30 °/o vom Gesamt-N. 
Org. Basen + NH, 2,24 °/o. 
Anderer Stickstoff 2,46°/o. 

In dem nur mit Ather extrahierten Material wurden 

folgende Stickstoffmengen gefunden : 


f entf f das . J 
—— baa eal Vom Gesamt-N 
3,93 °/o EiweiB-N 1,81 °/o 83,44 
0,32 °/o Basen-N 0,15 °/o 6,79 
0,46°/o Anderer N 0,21 °/o 9,77 


4,71 °/o Gesamtstickstoff. 


Eine Untersuchung der sorgfaltig von allen Beimengungen 
getrennten Embryonen (Material B) hatte folgendes Ergebnis : 
94,95 °/o Trockensubstanz. 
2,00 °/o Gesamtstickstoff =: 4.61 °/o auf entfettete Keime berechnet. 
56,69 °%o Atherextrakt. 


22* 
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Gesamtstickstoff ') 5,00 °/o 
Durch Kupferhydroxyd fall- 

bar nach Stutzer 4.41%) = 88,29. vom Gesamt-N 
Durch Phosphorwolfram- 

siiure fallbar 0,49 %/o == 9,8 %o >» > 
Anderer Stickstoff 0,10°%o = 2,0°%o >» » 


7. LOsliche Kohlenhydrate. 


2.3295 g der mit Ather extrahierten Trockensubstanz 
des Materials A wurden einige Stunden mit Wasser von 40—50° 
digeriert und hierauf abfiltriert. Der Riickstand wog getrocknet 
2,1446 g. Die Trockensubstanz enthielt demnach 0,1849 g 
= 7,93°/o Wasserlisliches. Das Filtrat wurde zur Entfernung 
der Eiweifk6rper mit Bleiessig versetzt, solange noch eine 
Triibung entstand, und auf 500 ccm aufgefiillt. 50 ccm der iiber- 
stehenden, klaren Fliissigkeit gaben beim Kochen mit Allihn- 
scher Lésung nur unwiigbare Spuren von reduziertem Kupfer. 
Auch nach dreistiindigem Kochen von 250 ccm der klaren 
Fliissigkeit mit 5°/oiger Schwefelsiure wurde die Allihnsche 
Lésung nur in Spuren reduziert, so daf nachweisbare Mengen 
von wasserléslichen Kohlenhydraten nicht vorhanden sind. 


8. Untersuchung auf Pentosen. 


50 g lufttrockene, ausgelesene Keime des Materials B 
= 47,55 g Trockensubstanz wurden auf 85—90° erwarmt, mit 
180 ccm Wasser von 85° digeriert, nach 10 Minuten abgepreBbt 
und 3mal mit heigem Wasser ausgewaschen. Der PreBsaft 
wurde nochmals filtriert, abgesaugt und vom tberstehenden 
Fett abgelassen. Das Filtrat von 274 ccm war etwas triib, 
zeigte saure Reaktion und gab im Gegensatz zur Autolysen- 
fliissigkeit (s. S. 330) mit Phloroglucin keine Reaktion auf Pen- 
tose, jedoch mit Mohlisch-Reagenz den violetten Ring. 

Die Halfte des Filtrates wurde mit 59 ccm konzentrierter 
Salzsiiure versetzt und zur Furfuroldestillation verwendet. Die 
einzelnen Destillate betrugen je 30 ccm, das achte der Destillate 
gab mit Anilinacetatpapier keine Reaktion mehr. Die Pen- 
tosen wurden nach Tollens bestimmt. 


') Die Zahlen beziehen sich auf ausgelesene und entfettete Keime 
vom Material B. 
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Insgesamt wurde erhalten : 0,0246 g Phloroglucid = 0,030 g 
Pentose — ca. 0,13°/o Pentose, wiihrend bei der Autolyse 
ca. 0,85°/o gefunden worden waren (s. S. 330). Die Natur der 
Pentose ist nicht bestimmt worden. 

Man darf also wohl vermuten, daf die vorhandenen 
pentosehaltigen Komplexe bei der Autolyse gespalten werden, 
und daB diese Spaltung héchstwahrscheinlich die Pentoside 
betrifft, da im Pflanzenreiche Pentosane spaltende Fermente 


unbekannt sind. 


II. Qualitative Untersuchungen. 


Wie aus der quantitativen Untersuchung hervorging, ent- 
halten die von uns untersuchten Embryonen auffallend wenig 
nichteiweibartiger Stickstoffverbindungen, und die Darstellung 
dieser Substanzen war im vorliegenden Falle mit erheblichen 
Schwierigkeiten verkniipft. 


A. Voruntersuchung des Fettes. 
a) Unverseifbares. 


Es wurden 50 g Atherextrakt des Materials A in 200 ecm 
absolutem Alkohol gelést, hierauf mit einer Lésung von 8 g 
Natrium in 250 cem absolutem Alkohol verseift, zur Trockne 


eingedunstet und fein zerrieben. 
Zur Gewinnung von event. vorhandenem Phytosterin 


wurde das erhaltene Pulver im Soxhlet-Apparat 6 Stunden mit 
wasserfreiem Ather extrahiert, der Atherextrakt eingedunstet 
und mit kochendem Alkohol aufgenommen. Beim Abkiihlen 
entstand eine amorphe Ausscheidung, wahrscheinlich verhin- 
derten Spuren von Glycerin und Seifen eine Krystallisation. 
Daher wurde die alkoholische Lésung in Wasser gegossen, 
die entstandene Fallung abfiltriert und aus kochendem ab- 
soluten Alkohol umkrystallisiert. Es resultierten reinweile, 
glinzende, schmale Blattchen vom Schmelzpunkt 135—136°. 

Eine Probe davon, gelést in Chloroform, gab mit Schwefel- 
siure (spez. Gew. 1,47) die Hessesche Reaktion; eine zweite, 
in Chloroform geliste Probe wurde mit 3 Tropfen Essigsiure- 
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anhydrid, hierauf mit 5 Tropfen konzentrierter Schwefelséure 
versetzt, gab rosa Farbung, welche allmahlich in dunkelrot- 
violett tiberging. 

Aus den angegebenen Versuchen und dem konstatierten 
Schmelzpunkt darf geschlossen werden, daf die erhaltenen 
Krystalle Sitosterin sind, was auch noch aus den auf S. 317 
angefiihrten Untersuchungen der Benzoylverbindung bestatigt 
wird. 

b) Fettsauren. 

Der Riickstand von der Atherextraktion wurde in kochen- 
dem Wasser gelést, mit Schwefelsdéure angeséuert, mit Kochsalz 
ausgesalzen. 

Das erhaltene klare Ol der Fettsiuren wurde im Scheide- 
trichter mit Wasser ausgewaschen, wobei sich nach einiger 
Zeit die hdheren Fettséuren krystallinisch ausschieden. 


B. Untersuchung des Rohfettes. 
a) Unverseifbares. 


1000 g Atherextrakt des Materials A wurden im grofen 
Rundkolben mit 4/2 | Alkohol am Riickflu8 aufgekocht und 
dann eine Mischung von 1 | Alkohol mit 320 g NaOH gelést 
in moglichst wenig Wasser, zugefiigt, wobei eine heftige Re- 
aktion eintrat. Nach 6stiindigem Kochen der entstandenen 
Seifen am Riickflu8 wurde der Alkohol mit iiberhitztem Wasser- 
dampf vertrieben. Die anfangs tibergehenden Dampfe rochen 
stark nach Pyridin und Trimethylamin; sie wurden in ver- 
diinnter Schwefelséure aufgefangen. 

Nach mdglichst vollstaindigem Vertreiben des Alkohols 
wurden die verbliebenen Seifen (ca. 2620 g) in 4 flache Schalen 
verteilt und je 80 ccm konzentrierte Salzsiure und 80 ccm 
Wasser sowie je 190 g Kochsalz zugefiigt. 

Unter stindigem Riihren wurde nun das Wasser ver- 
trieben und der Riickstand im Wasserbad bei 95° getrocknet. 

Die Seifen wurden in 2 Portionen mit Ather je 15—20 
Stunden extrahiert, die hellgelbe atherische L6sung im Scheide- 
trichter von noch vorhandenem Wasser getrennt. Nach dem 
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Abdestillieren des Athers verblieb eine schaumig aufgeblasene 
dunkelgelbe, krystallinische Masse. Ein Teil derselben wurde 
in wenig Alkohol gelist, die Lésung in Wasser gegossen, 
wobei jedoch eine milchahnliche, nicht filtrierbare Emulsion 
resultierte. Diese wurde ausgedathert und nach Vereinigung 
mit dem Ganzen im Kohlensiiurestrom von Ather und Wasser 
befreit, der Riickstand nochmals mit wasserfreiem Ather auf- 
genommen, die itherische Losung zur Entfernung von an- 
haftenden Seifen filtriert und nach dem Vertreiben des Athers 
gewogen, Ausbeute 19,43 g 
= ca. 1,95°/o Unverseifbares im Rohfett. 

Einige weitere Versuche zur Reinigung des Phytosterins durch 
Auflésen in Alkohol und Ausfillen in destilliertem Wasser fielen 
wiederum erfolglos aus. Die opalescierende wisserige Lésung 
reagierte schwach sauer. Anscheinend waren noch Spuren von 
Fettsiuren vorhanden, daher wurde zur Trennung von diesen 
das «Unverseifbare» in ca. 500 ccm absolutem Alkohol ge- 
lost und mit alkoholischer Natronlauge erwarmt. Die Lésung 
fiirbte sich dabei dunkelrotbraun, es fiel ein weifer Nieder- 
schlag anorganischer Natur sowie ein gelber, fettiger Satz 
(léslich in Wasser) aus, wovon abfiltriert wurde. Der nach 
dem Abdestillieren des Alkohols verbliebene rotbraune Riick- 
stand war fliissig bei Wasserbadtemperatur, erstarrte beim 
Abkiihlen. Er wurde mit Ather extrahiert, die hellgelbe 
itherische Lésung, vom Ather befreit, gab 9,34 g Rohphy- 
tosterin. 

Das Rohphytosterin wurde durch Umkrystallisieren aus 
Alkohol und Ather gereinigt. Schmelzpunkt 136°. 

Hiervon wurden 2,48 g mit 4,2 g Benzoylchlorid auf 
dem Olbad bei 160° 4 Minuten erhitzt (die Lésung bezw. 
Reaktion war schon bei 110—120° eingetreten), dann wurde 
langsam abgekiihlt, wobei die Schmelze zu einer griinlich- 
braunen Masse erstarrte. 

Das iiberschiissige Benzoylchlorid wurde durch Kochen 
mit Wasser zu Benzoesaure hydrolysiert, welche durch wieder- 
holtes Auskochen mit Wasser und Filtrieren entfernt wurde. 
Es verblieb ein hellgelber, grobkérniger Riickstand, welcher 
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mit wenig absolutem Alkohol aufgekocht, nach dem Erkalten 
filtriert und mit Alkohol gewaschen, dann aus Ather um- 
krystallisiert wurde. Schmelzp. 144,5° korr. Ausbeute 0,96 g. 
Der Schmelzpunkt des Sitosterylbenzoats ist 145,5°. 

Ks liegt also Sitosterin vor. 


b) Fettsaéuren im Rohfett. 


Kine quantitative Trennung der einzelnen Fettséuren wurde 
nicht ausgefiihrt. Um jedoch einen ungefihren Anhaltspunkt 
liber die Anwesenheit von niederen Fettsiuren zu erhalten, 
wurde folgendes Verfahren eingeschlagen: 

Die Hiilfte der nach der Extraktion mit Ather verbliebenen 
Natronseifen (entsprechend 500 g Fett) wurde in ca. 8 1 Wasser 
von 70° gelést und die Fettséuren mit Schwefelséure in Frei- 
heit gesetzt. 

Die wiisserige LOsung wurde von den tiberstehenden festen 
Fettsiiuren abgelassen und dreimal mit Ather ausgeschiittelt. 
Die iitherische Lésung wurde mit Wasser gewaschen und mit 
wasserfreiem Na,SO, entwdssert; sie gab nach dem Vertreiben 
des Athers 14,48 g niedere wasser- und atherlisliche 
Fettsiuren, ca. = 2,90°/o. Die Untersuchung des Wasch- 
wassers sowie der mit Ather ausgeschiittelten wasserigen Lésung 
ist weiter unten beschrieben. 

Die im Wasser unldslichen Fettsiiuren wurden in Ather 
gelést, zuerst mit konzentrierter Sodalésung schwach alkalisch 
gemacht, hierauf mit verdiinnter Schwefelséure schwach an- 
gesiiuert und im Scheidetrichter mit destilliertem Wasser 
gewaschen, bis das Waschwasser frei von Schwefelséure und 
von Salzsiiure ablief. Das Waschwasser wurde mit dem oben 
erwihnten vereinigt. 

Die iitherische L6sung gab nach dem Trocknen mit wasser- 
freiem Natriumsulfat und Vertreiben des Athers 

397,66 g hoéhere Fettsiuren = 79,55°/o. 

Die vereinigten Waschwasser wurden filtriert und mit 
iiberhitztem Wasserdampf die fliichtigen Fettséuren tberge- 
trieben. Das Destillat wurde mit 22 ccm ®/s Barytwasser neu- 
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tralisiert, eingeengt und das Baryum mit Schwefelsiure ent- 
fernt. Beim Verestern der verbliebenen Fettsiiuren mit Athyl- 
alkohol trat Ananasgeruch auf; daher wurde die geringe Menge 
als Buttersiiure in Rechnung gestellt, woraus sich 

0,38 g = 0,08°/o Buttersiure 
berechnet. 

Die oben zuerst erwihnte wisserige Lisung von ca. 10 1, 
welche mittels Ather von «niederen Fettsiiuren» ausgeschiittelt 
worden war, hatte hellgelbe, etwas griinliche Fiirbung. Sie 
wurde mit Natronlauge schwach alkalisch gemacht, stark 
eingeengt, nach dem Ansduern mit Schwefelsiure von den 
ausgeschiedenen Salzen abfiltriert und aus dem Filtrat die 
fliichtigen Fettsiuren mit Wasserdampf tibergetrieben. 

Das Destillat verbrauchte zur Neutralisation mit Phenol- 
phthalein als Indikator 100 cem "/s Barytwasser, was auf Essig- 
siure berechnet 1,2 g = 0,24 /o ergibt. 

Aus den Untersuchungen des Rohfettes resultiert nun: 


Sitosterin 1,94 °/o, 
hohere Fettsfuren 79,55 °/o, 
niedere > 2,90 °/o, 
Buttersaéure 0,08 °/0, 
Essigsiure 0,24 Jo, 


C. Phosphatidgewinnung. 


Es wurden ca. 5'/2 kg Embryonen B gemahlen und 
ca. 14 Tage im Perkolator mit Ather durch Diffusion extrahiert, 
der Riickstand zerrieben und mit Ather so lange gewaschen, 
bis der Extrakt eine schwache Phosphorreaktion zu geben 
begann. Es wurde dadurch verhindert, dali die Phosphatide 
in den Ather eingingen; eine Abscheidung der Phosphatide 
aus sehr fettreichen Lésungen ist fast unmdglich. 

Der an der Lu/t getrocknete Riickstand wurde nun zweimal 
mit 95°/oigem Aikohol ausgekocht und abgeprebt. Die alko- 
holische Lisung, auf dem Wasserbad eingeengt und im Ex- 
sikkator tiber H,SO, stehen gelassen, gab nach zwei Wochen 
keine Krystallisation vonevent. vorhandener Raffinose 
oder Rohrzucker. Der alkoholische Extrakt wurde nun 
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einigemal mit Ather verriihrt, bis die ditherische Lésung farblos 
war, wozu ca. 4 1 Ather verwendet wurden. 

Die atherische Lésung wurde in kleinen Portionen mit 
ca. 2] Wasser, dem 1 ccm konzentrierter Salzsiure zugesetzt 
war, vorsichtig durch langsames Schwenken ausgeschitttelt ; 
es entstand dabei keine Emulsion. Nach dem Trocknen mit 
wasserfreiem Natriumsulfat wurde die iitherische Lésung auf 
dem Wasserbade vom Ather befreit, der erhaltene Sirup in 
wenig kaltem Ather gelést und in viel auf 20° abgekiihltes 
Aceton gegossen, wobei eine Fillung entstand, von welcher 
dekantiert und filtriert wurde. Die Fillung wurde nochmals 
in Ather gelist und mit Aceton gefillt. Die so erhaltene 
Fallung loste sich nur zum Teil in Petrolather. 

Der in Petrolather unldésliche Anteil léste sich wiederum 
nur teilweise in Ather. Die atherische Lésung gab nach 
dem Verjagen des Athers 5,1 g eines Produktes mit 2,53°/o P 
und 2,41°/o Zucker (berechnet als Glukose): 

0,1870 g Substanz, verbrannt mit Salpeter-Sodamischung, 
Losung gefailt nach Woy mit Ammonmolybdat, hierauf 
nach Schmitz mit Magnesiamixtur, gab 0,0170 g Mg,P,0, 
—= 2,93 0/9 r. 

Die Substanz gab nach einstiindiger Hydrolyse nur Spuren 
von Reduktion der Fehlingschen Lésung. 3,310 g gaben nach 
fiinfstiindigem Kochen mit 5°/oiger Schwefelséure 0,0138 g CuO 
= 0,0080 g oder 2,41°/o Zucker (berechnet als Glukose). 

Die Petrolitherlésung wurde wieder in stark mit Eis ge- 
kiihltes Aceton gegossen, wobei eine Fillung entstand, die ge- 
trocknet 36,2 g = ca. 0,66°/o des Materials B ausmacht. Dieses 
Phosphatid enthielt 2,87°/o P und 3,91°/o N. 

0,9168 g gaben 0,0924 g Mg,P,0, = 2,81°/o P 
0,9026 g gaben 0,0950 g Mg,P,0, = 2,93 °%o P. 
Mittel 2,87%o P. 
1,0124 g gaben nach Kjeldahl verbrannt 0,03775 g = 3,73°/o N 
0,5525 g gaben 0,02262 g N = 4,09°/o N. 
Mittel 3,91 %o N. 
Das so erhaltene Phosphatid wurde nach dem von G. Trier!) 


') Diese Zeitschr., Bd. 78 (1912) S. 496. 
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angegebenen Verfahren auf Colamin (Aminoiithylalkohol) unter- 
sucht: 

28,2 ¢ wurden durch Kochen mit 300 ccm 2!/2°%/oiger 
Schwefelséure hydrolysiert, nach dem Abkiihlen von den Fett- 
siiuren abfiltriert, diese in Ather gelést und die Atherlisung 
wiederholt mit Wasser ausgeschittelt, dem etwas H,SO, bei- 
gefiigt war. Filtrat und Waschwasser wurden auf dem Wasser- 
bade eingeengt, vereinigt, mit reinem Baryt alkalisch gemacht 
und von den Baryumsalzen befreit. Das eingeengte Filtrat 
wurde von der kleinen Menge ausgeschiedener Baryumsalze 
abfiltriert und die Losung mit Bleiessig versetzt, solange noch 
ein Niederschlag auftrat, welcher abfiltriert und ausgewaschen 
wurde. Das Filtrat wurde mittels H,S entbleit, die Lésung 
zur Trockne eingedunstet, der Riickstand durch wiederholtes 
Eindunsten mit Alkohol und HCl von der Essigsiiure, hierauf 
im Vakuum tuber Natronkalk von tiberschiissiger HCl befreit. 

Die verbliebenen Salze wurden mit absolutem Alkohol 
extrahiert, das Filtrat des alkoholischen Extraktes eingedunstet, 
der Riickstand abermals extrahiert und die filtrierte alkoholische 
Loésung mit alkoholischer Sublimatlésung gefallt. Der Queck- 
silberniederschlag wurde aus Wasser umkrystallisiert, mit H,S 
zerlegt und das Cholin als Platinsalz identifiziert: 

0,2769 g enthielten 0,0874 g = 31,56°/o Pt, 

fiir (C,H,,ONCI),PtCl, berechnet sich 31,68°/o Pt. 

Das Filtrat von der Quecksilberfallung wurde vom Alkohol 
befreit, gab braunen Riickstand, welcher in heifem Wasser 
schwer ldslich war, wobei ein kleiner schwarzer Riickstand 
verblieb. Die Lésung wurde mittels H,S von Hg befreit, das 
Filtrat einigemal mit Wasser vorsichtig eingedunstet (zur Ent- 
fernung von HCl), der Riickstand hierauf getrocknet und mit 
Alkohol aufgenommen, wobei geringer, flockiger Niederschlag 
verblieb, von welchem abfiltriert wurde. Die alkoholische 
Losung gab mit alkoholischer Platinchloridlésung einen geringen 
Niederschlag, welcher abfiltriert wurde. Das Filtrat wurde 
mit H,S von Pt befreit, vorsichtig eingedunstet, gab beim 
Stehen iiber H,SO, nach dem Impfen mit salzsaurem Colamin 
keine Ausscheidung. Der Sirup wurde daher mit Salzsaure 
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(spez..Gew. 1,1) und konzentrierter Goldchloridlésung versetzt, 
nach langerem Stehen bildete sich eine krystallinische Aus- 
scheidung und anscheinend etwas reduziertes Gold. Es wurde 
daher von der Ausscheidung abfiltriert, das Filtrat mittels H,S 
vom Gold befreit, eingeengt zum Sirup, durch wiederholtes 
vorsichtiges Eindunsten mit Wasser die Salzsaure entfernt, 
mit Alkohol aufgenommen, zum Sirup eingedunstet, mit einem 
Krystall von Colaminchlorhydrat geimpft und im Exsikkator 
uber H,SO, stehen gelassen, nach 14 Tagen keine Krystall- 
ausscheidung. 

Die Liésung gab mit Phosphorwolframséure weife, mit 
Phosphormolybdiinséure gelbe, késige Ausscheidung, Kalium- 
Wismutjodid rotorange, Neblers Reagens weife Triibung, 
Natriumpikrat Olige, Pikrolonséure braune Flocken, Fehling- 
sche LOsung negativ. 

Die mittels Goldchlorid erhaltene Krystallmasse (s. 0.) 
wurde mit heif{em Wasser behandelt, vom Gold abfiltriert, mit 
etwas Salzsaéure und Goldchlorid versetzt, gab beim Abkiihlen 
eine kleine Menge braunen Niederschlags, von welchem ab- 
filtriert wurde; das Filtrat wurde eingeengt, mit etwas Salz- 
siiure versetzt, gab nach dem Stehen im Exsikkator tber 
Schwefelsiiure dunkelorange, zusammenhingende Krystalle, 
welche bei 157° korr. sintern (unter schwachem Aufschiumen) 
und bei 184° (korr.) schmelzen. 

0,1422 g verloren beim Erhitzen auf 100° 0,0013 g = 0,42°/o H,O, 
0,1409 getrocknetes Goldsalz gaben 0,0691 g Au und 0,2004 g AgCl 
— 49,05%o Au und 35,15 %o Cl, 
berechnet fiir Colaminchloraurat C,H,ON AuCl, 49,17 °/o Au und 
35,36 °/o CI. 

Somit ist das Vorhandensein von Cholin und Colamin 
im Phosphatid von Maisembryonen erwiesen. 


D. Untersuchung auf Inositphosphorsiure. 


21/2 Kilo des lufttrocknen, mit Alkohol und Ather ex- 
trahierten Materials wurden mit groben Mengen Wasser von 30° 
unter Zusatz von verdiinnter Saure langere Zeit digeriert und 
die L6sung vom Rickstand durch Abfiltrieren und Abpressen 
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gewonnen und aus dieser Lésung die inositphosphorsauren 
Salze nach bekanntem Verfahren isoliert.!) Die erhaltene 
Fallung wurde mit Alkohol digeriert und der abgesogene 
Riickstand bei 80° getrocknet. Die Ausbeute betrug 15,4 g 
= 0,25°/o. Es reprasentierte eine weibe amorphe kreidige Masse, 
welche sich in verdiinnter Essigséure vollstiandig aufliste, diese 
Losung gab beim Erhitzen eine weifbe Ausscheidung, die beim 
Erkalten wieder verschwand. Beim Erhitzen mit starker 
Schwefelséure bei 158—162° wurde Inosit erhalten. Die 
Ausbeute davon war bei weitem nicht quantitativ.?) 


EK. Darstellung der Kiweifbsubstanzen. 
1. Wasserlésliche Eiweifstoffe. 

Die von den inositphosphorsauren Salzen befreite Losung 
wurde mit Gerbsiiure unter Zusatz von einigen Kubikzenti- 
metern Bleiessig gefallt, die gut ausgewaschene Fiallung wurde 
mit Baryt verrieben, das vom Baryumtannat getrennte Filtrat 
wurde mit Kohlendioxyd gesalttigt und die Lésung vorsichtig 
eingedunstet. Es wurde eine amorphe, schwach gefiirbte 
Substanz erhalten, welche die bekannte Farbenreaktion auf 
Eiweiikorper gab. Die Menge dieser wasserléslichen, durch 
Hitze nicht koagulierbaren EiweiBsubstanz betrug 4,6 g = 0,08 °/o. 


2. Globuline. 


Durch Extraktion mit 10°/oiger Kochsalzlisung wurden 
kleine Mengen von Globulinen erhalten. Die Ausbeute daran 
betrug 0,02 °/o. 

3. Alkalilésliche Eiweibstoffe. 

1394 g entfetteter Trockensubstanz wurden mit 0,2°/oiger 
Natronlauge digeriert, das Filtrat mit verdiinnter Essigsiure 
ausgefallt und die sorgfaltig ausgewaschene Fillung mit Alkohol 
und Ather getrocknet. Ausbeute 162,4 g = 11,65°/o, berechnet 
auf nicht entfettete Substanz 4,8°/o. 


') Siehe Biochem. Arbeitsmethoden v. Abderhalden Bd. 2, S. 268. 
*) Vgl. M. S. Posternak, Compt. rend. Bd. 37, S. 202. 
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100 g von dieser EiweiBsubstanz wurden nach der Methode 
von E. Fischer auf Aminosiéuren untersucht. Es wurden 
Alanin, Prolin, Leucin und Phenylalanin aufgefunden. Bei der 
Untersuchung der IV. Esterfraktion, welche in einer Ausbeute 
von 14,4 g erhalten wurde und bei 16—19 mm bei 102° 
iiberdestillierte, wurde eine Beobachtung gemacht, die darauf 
hindeutet, daB diese Eiweifisubstanz hdchstwahrscheinlich eine 
besondere Aminosiiure enthiilt. 

Diese Fraktion wurde mit Ather vom Phenylalanin befreit ; 
die wisserige L6sung wurde mit Baryt verseift, da keine Aus- 
scheidung von asparaginsaurem Kupfer stattfand, wurde die 
Loésung vom Baryt mit Schwefelsaure befreit; beim Eindunsten 
unter vermindertem Druck wurden 6,4 g Aminoséuren er- 
halten. Diese wurde in 4 Krystall-Fraktionen zerlegt. Fraktion 
1 gab etwas Leucin, ebenso Fraktion 2; Isoleucin wurde nicht 
aufgefunden. 

3. Krystallfraktion war etwas dunkler gelb, sie wurde 
aus Wasser umkrystallisiert und gab kugelige, nierenformige 
Aggregate, deren Schmelzpunkt 266° im geschlossenen Rohr 
war. Sie gab ein Kupfersalz wie die 2. Fraktion. 

4. Krystallfraktion. Diese bestand aus reinweifen Kry- 
stallen von anscheinend einheitlicher Zusammensetzung. Sie 
wurde in wenig heifiem Wasser geldst, die LOsung reagierte 
sauer und wurde mit aufgeschlammtem Kupferhydroxyd ver- 
setzt, solange sich dieses noch léste. Die dunkelblaue Lésung 
gab beim Kochen spontane Ausscheidung eines dicken Krystall- 
breies. Das ausgefallene Kupfersalz léste sich nur duBerst 
schwer in viel kochendem Wasser. Die heife L6sung aus den 
letzten Anteilen des Krystallbreies war ganz blafblau, beim 
Abkiihlen krystallisierte noch eine kleine Menge aus, welche, 
abgesaugt und getrocknet, eine hellblaue verfilzte Masse mit 
starkem Seidenglanz gab. Das aus Wasser umkrystallisierte 
Kupfersalz zersetzte sich bei 230° unter starkem Aufschéiumen. 
Es bestand aus hellblauen, zu Biischeln und Garben vereinigten 
mikroskopisch feinen Nadelchen. Dieses Kupfersalz war trotz 
seiner geringen Loslichkeit auberst hygroskopisch, es gab im 
Vakuum iiber Schwefelsiure nur einen Teil des Wassers ab, 
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enthielt auch bei 140° getrocknet noch ca. '/z Mol. Wasser 
und war erst bei 150° wasserfrei. 
Eine Mikroanalyse nach Professor Preg| ergab folgende 
Resultate : 
Elementaranalyse. 
1. Ausgefiihrt mit Substanz, die bei Atmosphirendruck 
iiber Schwefelsiure getrocknet war. 


5,236 mg gaben 0,276 ccm N (712 mm 18,5°) = 5,75°/o N 
7,285 mg gaben 2,82 mg H,O= 4,33°% H 


5,33 » CO, = 19,96°%o C 

2,389 » CuO = 26,20%> Cu 
Berechnet fir Gefunden 

C,H,O,NCu +- 2,7 H,O 

C = 19,73 19,96 
H = 431 4,33 
N = 5,76 5,75 
Cu= 26,13 26,20 


2. 8,567 mg feuchter Substanz verloren beim Trocknen 
auf 140° 2,076 mg = 24,33°/o. Die so erhaltenen 6,491 mg 


ergaben a 
1,745 mg H,O = 3,01% H 


5,67 » CO, = 23,82%o © 
2,545 » CuO = 31,33 % Cu 
Fiirr C,H,NO,Cu + 1/2 H,O berechnet sich 23,57°/o C, 
2,97°%/o H und 31,22°/o Cu. 
3. 4,69 mg der bei 150° getrockneten Substanz gaben 


gefunden berechnet fiir 
C,H,NO,Cu 
1,01 mg H,O= 2,41°/o H 2,59 %/o H 
4,25 » CO, = 24,72%o C 24,66 °/o C 
1,888 » CuO= 32,16%> Cu 32.66 %o Cu 
Wasserbestimmung. 


Um die maximale Wassersattigung zu ermitteln, wurde 
die Substanz erst 30 Minuten in feuchter Atmosphire unter 
einer Glasglocke stehen gelassen. 

1. 6,65 mg der mit Wasserdampf gesittigten Substanz 
verloren beim Trocknen im Vakuum iiber Schwefelsaure in 
20 Minuten 1,470 mg = 22,11°/o Wasser. 
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2. 6,65 mg derselben Substanz verloren beim Trocknen 
auf gleiche Weise in einer Stunde 1,574 mg = 23,67°/o Wasser. 

3. 6,65 mg verloren beim Trocknen auf 150° bis zur 
Gewichtskonstanz 1,960 mg = 29,47 °/o. 

Eine Berechnung ergibt, daB das Salz in feuchter Atmo- 
sphire 4,52 Mol. Wasser enthalt und dafi es im Vakuum itiber 
Schwefelsiure getrocknet nach 20 Minuten noch 1,18 Mol., nach 
1 Stunde nur noch 0,89 Mol. Wasser enthielt. Beim Stehen 
iiber Schwefelsiiure unter Atmosphiérendruck behielt das Salz 
ea. 3 Mol., beim Trocknen auf 140° ca. 1/2 Mol. Wasser. 

Die Analysen und auch die Wasserbestimmung stimmen 
auf asparaginsaures Kupfer. Ritthausen!) gibt an, daf Kupfer- 
asparagat erst bei 150—156° sein Wasser verliert und daf 
bei 160° Zersetzung eintritt. Der Wassergehalt betrage 29,09 °/o. 
Dessaignes2) fand beim Trocknen auf 160° 31,78 °/o Wasser 
= 5 Mol. Curtius u. Koch’) geben an, dafB es nach dem 
Trocknen tiber Schwefelséiure 3 Mol. Wasser enthilt. Nach 
Hofmeister‘) ist es leicht léslich in verdtinnter kochender 
Essigsdure. Abderhalden u. Kautzsch®*) beschrieben ein 
asparaginsaures Kupfer, welches von den darin enthaltenen 
4,5 Mol. H,O im Vakuumexsikkator sehr langsam 3 Mol., bei 
110—120° ein weiteres Mol., den Rest von 0,5 Mol. erst bei 
150° abgab. 

Der Ester, in welchem die Aminosiure sich vorfand, 
destillierte unter 16—-19 mm Druck bei 102° iiber, wiihrend 
derjenige der Asparaginsiiure nach E. Fischer®) unter 11 mm 
Druck einen Siedepunkt von 126,5° hat. 

Nach Hofmeister (a. a. O.) lést sich Kupferasparagat 
in 234 Teilen kochendem und in 2870 Teilen kaltem Wasser, 
wihrend das von mir erhaltene Salz eine viel geringere Ldés- 
lichkeitsdifferenz aufwies. Es léste sich viel schwerer in heifem 


') Journ. f. prakt. Chem., Bd. 107, S. 229 (1869). 
*) Gmelin, Handb. Supl. II, S. 897. 

‘) Journ. f. prakt. Chem., Bd. 146, S. 486 (1888). 
*) Ann. Bd. 189, S. 20 (1877). 

5) Diese Zeitschr., Bd. 64, S. 459 (1910). 

*) Berichte Bd. 34, 5. 453 (1901). 
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Wasser und fiel aus der erkalteten Loésung erst nach dem 
Verdunsten eines Teiles des Wassers und nach lingerem Stehen 
aus. Es war auch entgegen dem Befund desselben Forschers 
in kochender verdiinnter Essigsiure kaum lislich. 

Die freie Sdure war in Wasser nicht sehr schwer ldslich. 
Curtius u. Koch (a. a. O.) erhielten aus einem Salz, welches 
sie als Kupferasparagat ansprachen, durch Zersetzen mit 
Schwefelwasserstoff eine Aminosiure. Diese schien sich im 
Wasser viel leichter zu lésen als die aus Asparagin dargestellte 
Asparaginsdure, vielleicht hatten sie dieselbe Substanz in 
Handen, die ich hier bei der Hydrolyse des alkaliléslichen 
Eiweif aus Mais erhalten habe. 

Aus der 3. und 5. Krystallfraktion konnte kein Kupfer- 
salz, welches dem obigen glich, gewonnen werden. Durch 
einen Zufall war also diese Aminoséure nur in die eine 
Krystallfraktion gelangt, welche auch nur geringe Spuren eines 
anderen Kupfersalzes gab. 


Bestimmung der Basen im Eiweif. 


Die Hydrolyse und Bestimmung der Basen wurde genau 
nach der Vorschrift von F. Wei") ausgefiihrt. 

49,71 g Eiweifi = 44,60 g Trockensubstanz wurden mit 
60°/oiger Schwefelsdure digeriert, hierauf mit Wasser auf 30°/o 
verdiinnt, durch 6stiindiges Kochen am RiickfluBkihler hydroly- 
siert. Nach dem Abkiihlen mit Wasser verdiinnt und filtriert, 
wobei 6,60 g = 14,78 °/o Riickstand verblieb. Bei der Hydrolyse 
mit Salzséure betrug der Riickstand ca. 28 °/o. 

Das Resultat war folgendes: 

Das untersuchte alkalilésliche Eiweif8 enthielt 10,50°/o 
Gesamtstickstoff, welcher sich wie folgt verteilt : 


Hydrolysenriickstand 0,49 °/o N 
Huminstickstoff I 0,59 °/o 


Ammoniakstickstoff 0,51 = 0,62°/o Ammoniak 
Histidinstickstoff 0,92 = 3,49 %/o Histidin 
Argininstickstoff 1,58 = 4,92°%> Arginin 
Lysinstickstoff 0,65 = 3,39°/o Lysin 
Aminosiuren-N 4,99 %/o. 





*) Diese Zeitschr. Bd. 52, S. 108 (1907). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XCV. 23 
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Osborne und Clapp hatten fiir ihr alkalil6sliches Protein 
aus Maissamen mehr Arginin (7,06°/o) und Ammoniak (2,12 %/o), 
dagegen weniger Lysin (2,93 °/o) und Histidin (3,00 °/o) gefunden. 
Die Basen Histidin, Arginin, Lysin wurden als Pikrolonate 
bezw. Pikrate isoliert und charakterisiert. 





H. Autolysenversuche. 


Aus den Embryonen konnten basische Produkte, wie 
solche sich in Weizenembryonen vorfinden, nicht isoliert werden, 
dagegen fand sich der groBbte Teil des Stickstoffs in Form von 
EiweiBkorpern vor. Es wurde daher untersucht, ob bei einer 
Autolyse sich basische Kérper aus dem Eiweif abspalten. Zur 
vorliiufigen Orientierung wurden nur kleine Mengen autolysiert 
und die Autolysenfliissigkeit der Analyse unterworfen. 


Autolyse mit Material A. 

24,8 g Trockensubstanz wurden mit 150 ccm Leitungs- 
wasser, 2,8 g NaF und etwas Chloroform unter Xylol 16 Tage 
bei 37—40° stehen gelassen, hierauf wurde abgesaugt, der 
Riickstand wiederholt gewaschen, das etwas triibe Filtrat von 
Xylol und Chloroform befreit und auf 500 ccm aufgefiillt. Das 
Filtrat hatte starken Geruch nach Benzaldehyd. 

a) Stickstoffbestimmungen ergaben folgende Resultate : 


vom gesamten 
wasserlésl. N 








faillbar durch Kupferhydroxyd 0,035 °/o N = 10,1 °/o 

Bleiessig 0,059 17,1 °/o 

> »  Phosphorwolframsaure 0,014 4,1 Jo 

, >» Rest 0,237 °fo N 68,7 %o 
wasserléslicher Gesamt-N 0,344 °/o. 


Das mit Ather extrahierte Material A hatte ergeben: 


1. fallbar mit Phosphorwolframsaure 0,32 °/o N 
2. Aminosiiuren usw. 0,46 °/o N. 


Dies gibt berechnet auf unextrahiertes Ausgangsmaterial A 


1. 0,147 °/o N wahrend das der Autolyse { 1. 0,073 °/o N. 
2. 0,211°/o N f unterworfene Material ergab | 2. 0,237 Jo N. 


Uberblickt man diese Resultate, so ergibt sich, dab die 
untersuchten Embryonen keine eiweifispaltenden Fermente 
enthielten. 
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b) Zuckerbestimmung im wasserigen Extrakt der Autolyse. 


Diese wurde nach der Methode von Bertrand ausge- 
fiihrt. Man filtriert das durch Reduktion der Fehlingschen 
Lisung entstandene Kupferoxydul ab, list es in Ferrisulfat- 
lésung und titriert das gebildete Ferrosalz mittels Kalium- 
permanganat. 

1 ccm der verwendeten Kaliumpermanganatlésung ent- 
sprach dabei 9,834 mg Cu. 

1. 25 ecm der LOsung = 1,24 g Substanz verbrauchten 

5,60 ccm KMnO, = 55,1 mg Cu = 27,9 mg oder 2,25 °/o 
als Glukose berechnet. 

2. 25 ccm Losung wie oben behandelt braucht 5,8 cm 
KMnO, = 57,0 mg Cu = 28,9 mg oder 2,33 °/o 
Glukose. 

Mittel: 2,29°/o als Glukose berechnet (event. Maltose ent- 
haltend). 
Polysaccharide. 


Je 25 ecem Losung wurden mit 4 ecem konzentrierter Salz- 
siure gekocht, hierauf weiter wie oben behandelt. 

1. verbrauchte 7,5 ccm KMnO, = 73,8 mg Cu = 38 mg 

oder 3,06°/o Invertzucker. 
2. verbrauchte 7,5 ccm KMnO, = 3,06°/o. 
Mittel: 3,06°/o Gesamtzucker, 

folglich 3,06 —2,29 = 0,77 °/o Polysaccharide (ber. als Glukose). 

Da weder der alkoholische noch der wiisserige Extrakt der 
Maiskeime nennenswerte Mengen von Kohlenhydraten ergeben 
hatten, so scheinen diese in Form von unldslichen Verbin- 
dungen darin vorzukommen und erst durch ein vorhandenes 
Enzym, welches bei der Autolyse wirkte, in wasserlésliche 
Form tiberzugehen. 


c) Priifung auf Glykoside. 


Da sowohl bei der Untersuchung des Alkoholextraktes 
als auch bei einem der Autolysenversuche intensiver Geruch 
nach Benzaldehyd aufgetreten war, so lag die Vermutung 
nahe, daf in den Embryonen des Mais ein Glykosid vorhanden 


23* 
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sei. In den Gramineen, Panicum und Sorghum z. B. kommt 
: / OCH, 0, 
das Glykosid Dhurrin a. vor. Trotz mehrfacher 
™~ iN 
Versuche ist es nicht gelungen, den Benzaldehyd durch sein 


Hydrazon zu charakterisieren und HCN nachzuweisen. 


d) Pentose bei der Autolyse. 


In einem letzten Versuche wurden von den nicht aus- 
gelesenen Embryonen B 500 g = 474,8 g Trockensubstanz 
gemahlen und mit 1900 g Leitungswasser bei 37—38° der 
Autolyse tiberlassen, wobei am Anfang starke Gasentwicklung 
auftrat. Nach 2 Wochen wurde der Riickstand abgepreBt, 
mit Wasser griindlich gewaschen und vom Waschwasser ab- 
geprebt. Das Filtrat der ersten Abpressung betrug 1000 ccm; 
es gab auch nach lingerer Zeit keine Reaktion auf Blauséure, 
dagegen gab eine Probe davon eine intensive Reaktion auf 
Pentose. 

Die Hilfte des Filtrates wurde der Furfuroldestillation 
nach Tollens unterworfen, jedoch mit der kleinen Modifikation, 
daB am Anfang mit Dampf ohne Zugabe von Salzséure 
destilliert wurde. Die Autolysenfliissigkeit gab 0,85°/o Pen- 
tose, bestimmt als Phloroglucid. Diese Pentosenmengen diirften 
wohl zum grébten Teil aus Pentosiden abgespalten sein. 


J. Darstellung organischer Basen. 


Trotz vieler umstiindlicher Versuche wurden aus einer 
grofen Quantitit von entfettetem Material keine der bekannten 
Basen erhalten. Die Aufarbeitung des wasserigen oder alkoho- 
lischen Auszuges geschah nach den iiblichen Methoden. Es 
wurden wohl bei der Trennung der Basen mit Silbernitrat 
und Baryt Fillungen bei den einzelnen Fraktionen erhalten, 
aber es konnte nur in einem Falle eine krystallisierende Sub- 
stanz erhalten werden. Es gelang, aus der Argininfraktion nur 
Guanidin und eine merkwiirdige Substanz darzustellen. 

Beim Verarbeiten von ca. 11 Kilo entfetteten Materials 
wurde eine gréfere Menge einer Argininfraktion erhalten, 
welche eine eigenartige Gallerte darstellte, die zu einer glasigen 
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Masse eintrocknete. Diese Substanz gab die Biuretreaktion; 
mit Diazobenzolsulfosdéure starke Rotfairbung, mit Briickes 
Reagens weife Triibung. Aus der wiisserigen Liésung wurden 
zunichst 3 Fraktionen hergestellt. 

I. Fraktion gab mit Natriumpikrat eine Ausscheidung 
von gelben Krystallen (tonnenférmige, zu Sternen vereinigte 
Sechsecke). Das umkrystallisierte Pikrat gab Krystalle von 
hackenformiger Gestalt, es braunte sich bei 190°, schiumte 
bei 226° und schmolz noch nicht bei 230°. Es lieferte beim Zer- 
setzen mit Salzsiure 77,96°/o Pikrinséure, woraus sich fiir die 
darin enthaltene Base ein Molekulargewicht von 65 berechnet. 

Die salzsaure LOsung gab mit Neflers Reagens eine rein 
weife Fallung. Das Golddoppelsalz enthielt 49,41°/o Au und 
35,06°/o Cl. Fiir Guanidingoldchlorid berechnet sich aus der 
Formel CH,N.HAuCl, 49,40°/o Au und 35,53 °/o CI. 

If. Fraktion. Die Mutterlauge des ersten Pikrats wurde 
mit mehr Natriumpikratlosung versetzt und gab nach einiger 
Zeit 0,97 g gelbe Krystalle, welche im Wasser leichter léslich 
waren als diejenigen der I. Fraktion. Beim Umkrystallisieren 
aus Wasser verblieben 0,504 g des Pikrats, das sich bei 
190° bréiunte und bei 250° noch nicht schmolz. Es wurde 
mit Salzsiure versetzt und von der Pikrinsaiure ausgeathert. 
0,4950 g gaben 0.4330 g = 87,52°/o Pikrinséure, was einem 
Molekulargewicht der Base von 32,7 entspriiche. Die von der 
Pikrinsdure befreite Lo6sung wurde mit Goldchlorid versetzt, 
das entstandene Goldsalz enthielt 52,08°/o Au. 

0,1022 g Substanz gab 0,0537 g Au = 52,52 °/o, 

0,0964 g Substanz gab 0,0510 g Au = 51,64°/o. 
Das Goldsalz briunte sich bei 181°, sinterte bei 194° und 
schmolz bei 295° (korr.). Die geringe Menge desselben er- 
laubte keine Analyse. 

III. Fraktion. Die Mutterlauge dieses zweiten Pikrats 
wurde ungefahr auf die Halfte eingeengt, mit konzentrierter 
Natriumpikratl6sung versetzt und wie die beiden vorher- 
gehenden Fraktionen behandelt. Es resultierten 1,025 g, nach 
dem Umkrystallisieren 0,528 g eines Pikrates, welches einen 
Schmelzpunkt von 215 (korr.) zeigte, wobei es sich kurz vor 
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dem Schmelzen briiunte. Das daraus gewonnene Goldchlorid- 
salz hatte einen Schmelzpunkt von 282,5° (korr.) und einen 
Goldgehalt von 54,86 °/o. 

0,1637 g Salz gaben 0,0898 g Au. Auch von dieser Frak- 
tion war nicht geniigend fiir eine weitere Analyse vorhanden. 

IV. Fraktion. Durch weiteres Einengen der Mutterlauge 
und Versetzen mit viel Natriumpikratl6sung wurden 0,961 g 
eines griinlichgelben Pikrates erhalten, das nach dem Um- 
krystallisieren aus Wasser 0,788 g gab. Der Schmelzpunkt 
dieser gereinigten Krystalle lag bei 291° (korr.), wobei Auf- 
schiiumen stattfand. 

Kine Elementaranalyse der Substanz und die Priifung 
auf Amidstickstoff im Apparat von van Slyke ergab, dal 
diese Fraktion hauptséchlich aus Ammonpikrat bestand. 

Die Mutterlaugen der Pikrate aus den _ beschriebenen 
Fraktionen wurden mit Schwefelsiure von der Pikrinsaure 
befreit und die Lésung mit Phosphorwolframséure gefillt, 
wobei ein dicker krystallinischer Brei resultierte. Aus der 
Fillung wurde die Base in bekannter Weise dargestellt. Diese 
Losung gab mit Neblers weife Triibung, mit Millons Rea- 
gens Fiillung, mit Goldchlorid und Cadmiumkaliumjodid Triibung. 
Die Biuretreaktion war positiv, mit Diazobenzolsulfosaéure ent- 
stand. starke rote Fiirbung. Die Knoopsche Reaktion mit 
Brom auf Histidin war negativ; ebenso die Reaktion auf 
Cytosin. Kaliumpermanganat wurde in schwefelsaurer Losung 
momentan entfirbt. Behufs weiterer Charakterisierung wurden 
nun folgende Versuche angestellt. 

Die LOsung wurde mittels Silbersulfat von tiberschiissigem 
Baryum und von Chloriden befreit, das Filtrat eingeengt und 
liber Natronkalk evakuiert, wobei ein gelber, klarer Sirup ver- 
blieb. Eine Probe desselben gab beim Erhitzen mit Fehlingscher 
Loésung Spuren von Kupfer, die Fliissigkeit farbte sich rotviolett 
und es trat intensiver Geruch nach Trimethylamin auf. Mit 
Phenylhydrazin gab eine weitere Probe einen hellgelben Krystall- 
brei, der bei ca. 20° erweichte. Ammoniakalische Silbernitrat- 
ldsung gab eine weife Fallung (wohl von noch vorhandenen 
Chloriden), welche sich sofort schwarzte. Phloroglucin mit Salz- 
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siure gab beim Erwirmen keine Rotfairbung, wodurch die An- 
wesenheit eines Pentosids ausgeschlossen ist. Ein Teil des 
Sirups wurde mit Goldchlorid und Salzsiure versetzt, es entstand 
eine blige Ausscheidung, welche sich beim Erwirmen loste, 
beim langsamen Abkiihlen nur Spuren von Krystallen gab. 

Der Rest des Sirups wurde eingedunstet und der Krystalli- 
sation tiberlassen. Im Exsikkator iiber Schwefelsiure verblieb 
nach lingerer Zeit eine amorphe, glasige Masse. Diese wurde 
mit Wasser aufgenommen und die freie Base darzustellen 
versucht. Die Losung wurde vorsichtig mit frisch gefalltem 
Silberoxyd versetzt, bis eine Probe des Filtrates mit Silber- 
nitrat nur noch schwache Triibung gab. Es lief sich jedoch 
ein Uberschu8 von Silberoxyd nicht vermeiden, nach lingerem 
Stehen gab eine Probe mit wenig Salzsdure eine geringe Fiillung. 
Daher wurde von den ausgefallenen Silbersalzen abfiltriert, in 
das Filtrat Schwefelwasserstoff eingeleitet und das Filtrat vom 
Silbersulfid bei 60—80 mm Druck (bei niedrigerem Druck fand 
Aufschiitumen statt) und 50° vorsichtig eingeengt. Im Vakuum 
iiber Natronkalk getrocknet verblieb wieder ein hellgelber Sirup. 

Eine Probe desselben, im Wasser geldst, gab mit viel 
Alkohol eine Emulsion, welche sich beim Erwirmen klar liste. 
Die Loésung hinterlie} beim Abkiihlen Olige Tropfen. Beim 
Kindunsten dieser LOsung mit etwas Eisessig verblieb nach 
lingerem Stehen im Exsikkator wiederum eine amorphe Masse. 
Kine zweite Probe gab bei Neutralisation mit Oxalsiiure eine 
Triibung, wobei die Fliissigkeit aufschiiumte. Das Filtrat von dieser 
Triibung konnte auch nicht zur Krystallisation gebracht werden. 

Mit Pikrolonsdure entstanden wenig gelbe Krystalle, welche 
in feinen Nadeln strahlig angeordnet waren. 

Die Base wurde nun mit Schwefelséure neutralisiert und 
der Krystallisation iiberlassen. Es verblieb jedoch wiederum 
wie bei allen anderen Versuchen zur Darstellung eines Salzes 
ein Sirup, der im Exsikkator glasig erstarrte. Eine Probe 
gab im Gliihrohr starkes Aufschiéumen, Geruch nach ver- 
branntem Horn, Ammoniak- und (Nikotin-)Geruch. 

Die tiber Schwefelséure getrocknete Substanz enthielt 
17,73°/o N und nur 2,94°/o H,SQ,. 
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Eine Bestimmung des Amidstickstoffs mit dem Apparat 
von van Slyke ergab 5,86°/o N. 0,0927 g gaben: 
Nach 6 Min. 3,0 ccm = 2,04°% N 
> 30 >» 59 » = 3,81% » 
1 Std. 64 >» 4,13 %o » 
>» 24/4 >» io 4.72% » 
>» 3 » 8,6 » = 5,58°%o » 
6 >» O91 » = 582% » 
> 7 » Y915 >» = 586% » 
Es ist also in der Substanz ein Drittel des gesamten 
Stickstoffs in Form von Amidstickstoff gebunden. 
Eine Mikroanalyse nach Pregl] ergab folgende Resultate : 


Stickstoffbestimmung : 
6,268 mg gaben bei 712 mm und 20° 1,005 ccm = 17,50°%/o N 


| 


| 


3,370 » > >» 716 » >» 20° 0,550 » = 17,91°%o » 
Bestimmung von Kohlen- und Wasserstoff im Rohr mit 
Bleichromat: 


4,572 mg gaben 3,215 mg H,O und 7,20 mg CO, 
= 7,87%o H und 42,95 °%o C. 
Die obigen Bestimmungen sowie auch die folgenden des 
Wassers wurden mit der itiber Schwefelsiiure getrockneten 


Substanz ausgefiihrt. 
Wasserbestimmung : 
12,790 mg der Substanz verloren beim langsamen Erhitzen : 
in 25 Min. bis 104° 0,840 mg = 6,36°/o H,O 
> 3b » » 120° 0,858 » = 6,71% > 


50 >» » 125°0,870> = 680% » 
» 80 >» » 185° 0963 » = 7,58% » 
> 9 > » 142° 1082 » = 807% >» 


115 > » 160° 1,285 >» =10,04% >» 

Bei ca. 145° fand ein Aufblaihen der Substanz statt. 
Fiir die freie Base berechnet sich aus der obigen Analyse 
(nach Abzug der in der Substanz enthaltenen 2,94°/o H,SO,) 
folgende Formel: C,,H,,N,0O,,, oder C,,H,,N,O, + 2,5 H,O. 
Molekulargewicht 461,4, davon ca. 10°/o = 2,5 Mol. Wasser. 


Berechnet fiir Gefunden 
Cy,Hg,N,0g, 5 

C = 44,22 % 44.25 °/o 
H = 8,08 °%o 8.05 °/o 


N = 18,22 % 18,23 Jo 
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Wenn man nur 3 Atome Stickstoff in der Substanz annimmt, 
so gibt dies fiir Kohlenstoff 8,5 Atome; die Formel mit 
8 Atomen gibt fiir C viel zu kleine, diejenige mit 9 Atomen 
zu groke Werte. 

Uber die Natur dieses Kérpers kann leider nichts Posi- 
tives gesagt werden. Es steht nur fest, dafi von je 3 Stick- 
stoffatomen eines in Form von Amidstickstoff darin vorkommt. 
Bei der wahrscheinlicheren und aus der Forme! sich ergebenden 
Annahme von 6 Stickstoffatomen sind auch 2 Aminogruppen 
anzunehmen, von denen nur eine in a-Stellung zur Carboxyl- 
gruppe stehen kénnte, da die Reaktion mit salpetriger Saure 
erst nach 7 Stunden quantitativ verlaufen war. Jedenfalls 
handelt es sich um keine der bekannten Aminosduren. 

Trotzdem es nicht gelungen war, aus der zuletzt be- 
schriebenen Substanz ein krystallisierendes Derivat zu erhalten, 
so ist doch kaum anzunehmen, daf bei den Prozeduren der 
wiederholten Reinigungen noch ein kompliziertes Gemisch 
verschiedener Substanzen darin enthalten sei, zudem ja auch 
aus der Argininfraktion einige Pikrate, darunter das Guanidin- 
pikrat, abgeschieden werden konnten. 

Auf Grund der Beobachtungen scheint die Annahme 
berechtigt, dafB es sich um ein Purinderivat mit 2 Amino- 
gruppen handeln kann. In der Argininfraktion sind ja schon 
wiederholt Purinkérper aufgefunden worden, da die Trennung 
mit Silbersalzen nicht ganz quantitativ ist. 


Zusammenfassung der Ergebnisse. 


Aus den im vorigen mitgeteilten Versuchsergebnissen 
lassen sich folgende Satze aufstellen: 

Die Zusammensetzung der Maiskeime weicht in vieler 
Beziehung von derjenigen der in unserm Laboratorium ein- 
gehend untersuchten Weizenkeime verschiedener Provenienz ab. 
Diese Abweichung besteht in erster Linie darin, daf in den 
Weizenkeimen verschiedene krystallisierbare Stickstoffver- 
bindungen (EiweiSabbauprodukte) in nicht unbetriachtlicher 
Menge enthalten sind, welche in den Maiskeimen nicht auf- 
gefunden werden konnten. In den zwei verschiedenen unter- 
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suchten Sorten von Maiskeimen konnte kein Arginin und nur 
héchsfens Spuren von Glutamin nachgewiesen werden. Uber- 
raschend war das Vorhandensein von Guanidin, eine Ver- 
bindung, die in Weizenembryonen nicht aufgefunden wurde. 
Daneben wurde in der gleichen Fraktion eine Base unbe- 
kannter Konstitution aufgefunden. Bekanntlich enthalten 
die Malzkeime eine Base, das Hordenin = Paraoxyphenyl- 
iithyldimethylamin. Die aufgefundene Base ist kein Hordenin. 
Man darf wohl annehmen, daf die den Maiskeimen zugefihrten 
Bausteine des Eiweifmolekiils nahezu vollstaéndig zum Aufbau 
des Eiweibes verbraucht werden, in den Weizenkeimen dagegen 
eine partielle Anhiiufung dieser Produkte erfolgt. Ob das 
Guanidin als Zwischenstufe fiir die Eiweifsynthese in Betracht 
kommt, erscheint fraglich. Es ist ferner beachtenswert, dafi bei 
der Autolyse der Maiskeime in vitro nur eine geringfiigige Auf- 
spaltung von Eiweif} erfolgt. Daf in der Tat die Quantitét 
nicht-eiweibartiger Stickstoffverbindungen sehr gering ist, wird 
durch das Ergebnis der quantitativen Untersuchungen noch 
gestutzt. 

Der Stickstoffgehalt ist wesentlich niedriger als bei Weizen- 
embryonen; dementsprechend wurde auch der Eiweifgehalt 
niedriger gefunden. Bei der Hydrolyse des Eiweibes wurden 
die bekannten Bausteine erhalten, daneben eine Asparagin- 
siure von abweichenden Eigenschaften. 

Auch die Maiskeime enthalten eine gréBere Menge wasser- 
léslicher Eiweifbko6rper sowie eine kleine Menge Globuline; 
eine Nucleinséiure konnte nicht isoliert werden, aus Weizen- 
embryonen gelingt die Darstellung leicht. 

Der Fettgehalt ist ungefiihr viermal so groB als derjenige 
der Weizenkeime. Das Fett enthilt Glyceride fester und 
fliissiger Fettsiuren, daneben Sitosterin und Phosphatide. 

Vermutlich kommt in den Maiskeimen ein Glykosid vor; 
es konnte Pentose nachgewiesen werden, welche bei der 
Autolyse wohl aus einem Pentosid abgespalten worden ist. 

Die Maiskeime besitzen einen ansehnlichen Gehalt an 


Inositphosphorsaure. 














Der Acetongehalt in der Milch. 
Von 
N. O. Engfeldt, Laborator. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der tierarztlichen Hochschule zu Stockholm.) 
(Der Redaktion zugegangen am 12, Oktober 1915.) 


Das Aceton bildet, wie bekannt, in sehr kleinen Quantititen 
ein normales Zwischenprodukt des tierischen Stoffwechsels. In 
den meisten Korperfliissigkeiten, wie im Harn, Blut, Transsudat, 
Exsudat und in der Milch hat man auch Spuren von Aceton 
nachzuweisen vermocht. Besonders ist aber der Harn der 
Gegenstand zahlreicher und eingehender Untersuchungen zur 
Ermittelung des Acetongehaltes unter sowohl physiologischen 
wie pathologischen Verhiiltnissen gewesen. Literaturangaben 
iiber den Acetongehalt in den iibrigen KOrperfliissigkeiten, 
speziell in der Milch, kommen dagegen nur spirlich vor. 

Von der grofien Anzahl Verfahren, die uns zum Nach- 
weis des Acetons zur Verfiigung stehen, ist die Liebensche 
Jodoformprobe, die sich durch sehr grofhe Scharfe auszeichnet, 
weitaus am meisten zur Anwendung gekommen. Gleich den 
meisten anderen Acetonproben ist die Liebensche Jodoform- 
probe indessen nicht spezifisch fir Aceton. Mit einer ganzen 
Reihe anderer Koérper, wie z. B. Athylalkohol, Milchsiure, 
Acetaldehyd u. a. erhalt man niimlich ganz dieselbe Reaktion. 
Dieser Umstand darf bei der Kritik derjenigen Untersuchungen, 
die zur Ermittelung des Acetongehaltes der Miich angestellt 
worden sind, und bei denen diese Probe zur Anwendung ge- 
kommen ist, nicht aufer acht gelassen werden. In der Literatur 
finden sich zwar einige Angaben tiber direkte Untersuchungen 
des Acetongehaltes in der Milch, anderseits gibt es aber eine 
nicht geringe Anzahl Forscher, die iiber die Milch mehr zu- 
fallige Beobachtungen gemacht haben, die indessen in diesem 
Zusammenhang erwihnt zu werden verdienen. Beim Studium 
des Ubergangs des Alkohols in die Milch bei siiugenden Frauen 
fand somit Klingemann,') da8 die Liebensche Jodoform- 
probe, die, wie bekannt, eine auch fiir Alkoho{ empfindliche 
wie oft angewendete Probe ist, fiir den Nachweis dieser letzteren 





*) Klingemann, «Der Ubergang des Alkohols in die Milch», Archiv 
fir pathol. Anatom. u. Physiologie, Bd. 126, S. 72 (1891). 
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Substanz in Milch nicht als geeignet betrachtet werden kann, 
und zwar aus dem Grunde, weil die Milch normal eine jodo- 
formbildende Substanz zu enthalten scheint. Bei einer orien- 
tierenden Untersuchung mit frischer, normaler Kuhmilch als 
Untersuchungsmaterial fand er niémlich, dafi diese bei der 
Destillation ein Destillat ergab, das an sich eine jodoform- 
bildende Substanz enthielt. Diese Substanz kann nach 
Klingemanns Dafiirhalten kaum aus von aufen zugefiihrtem 
Alkohol bestehen, weil vollkommene Garantie vorhanden war, 
dafi die Tiere, von denen die Milch kam, kein Alkohol durch 
das Futter erhalten hatten. Zu welcher Gruppe chemischer 
Korper die jodoformbildende Substanz gehort, wird jedoch 
unbeantwortet gelassen und scheint nicht der Gegenstand 
einer niiheren Untersuchung gewesen zu sein. 

Leichmann und Bazarewski') haben bei der Destilla- 
tion frischer, sterilisierter Kuhmilch ein neutrales Destillat er- 
halten, das mit der Liebenschen Probe eine deutliche Jodo- 
formfillung gegeben hat. 

Hogrell?) hat nachgewiesen, daf die Milch einer an 
Puerperalparisie leidenden Kuh eine bei der Destillation fliich- 
tige, jodoformbildende Substanz enthalt. Im Destillate von nor- 
maler Milch konnte er dagegen keine solche Substanz nach- 
weisen. Der in dem ersteren Falle erhaltene positive Ausschlag 
fiir die Liebensche Probe wurde von Ho6grell als Beweis 
fiir Alkohol in der Milch gedeutet, ein Schlu6B, der infolge der 
Vieldeutigkeit der Liebenschen Probe als nicht stichhaltig 
zu betrachten ist. Barthel und Sahlstedt?) haben eben 
diese Gesichtspunkte in derselben Zeitschrift hervorgehoben und 
durch eigene Untersuchungen festgestellt, daB Destillate aus nor- 
maler, frischgemolkener Kuhmilch mit der Liebenschen 
Probe stets eine vollkommen deutliche Jodoformreaktion geben. 
Barthel glaubte bei diesen Untersuchungen mit Biestmilch 
moglicherweise eine etwas kriiftigere Jodoformreaktion, als 


!) Leichmann u. Bazarewski, «Uber einige in reifen Kisen ge- 
fundene Milchsaurebakterien», Zentralblatt f. Bakteriologie II, 1900, S. 248. 

*) Hégrell, Svensk Vet. Tidskrift, 1905, S. 306. 

3) Barthel, Svensk Vet. Tidskrift, 1905, S. 395, Sahlstedt, ibid. 
S. 398. 
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mit normaler Milch erhalten zu haben. Sahlstedt fand dagegen 
in zwei untersuchten Fillen in gewOhnlicher Milch mehr jodo- 
formbildende Substanz als in Biestmilch (von einer kalbsfieber- 
kranken Kuh) und hilt es fiir wahrscheinlich, dah die jodoform- 
bildende Substanz in der Milch aus Aceton besteht, denn seine 
Gegenwart als ein normales Produkt sei in der Milch eben- 
sogut annehmbar, wie im Harn und Blut. Meines Dafiirhaltens 
ist diese Betrachtungsweise die erste in der Literatur vor- 
kommende richtige Deutung der normalen jodoformbildenden 
Fahigkeit des Milchdestillates. Ganz sicher hat die von den 
obenerwahnten Forschern in frischer Milch gefundene jodoform- 
bildende Substanz wenigstens in den meisten Fiillen haupt- 
siichlich aus Aceton bestanden. 

Zwei tierdirztliche Forscher, Jo6hnk und Siegel, scheinen 
die einzigen zu sein, die sich direkt mit der Frage des Vor- 
kommens von Aceton in der Milch beschiiftigt haben. 

JOhnk!) hat bei der Untersuchung gefunden, daf beim 
Kind Aceton als eine normale Erscheinung sowohl im Harn 
wie in der Milch ausgeschieden wird. Uber die Mengen des 
ausgeschiedenen Acetons scheinen keine Angaben vorzuliegen, 
doch gibt der Verfasser an, dafi er mehrere Krankheitsfiille 
gehabt hat, bei denen eine bedeutend gesteigerte Aceton- 
menge in Harn, Milch und Ausatmungsluft nachweisbar ge- 
wesen ist. Die vom Verfasser angegebenen und als Acetoniémie 
bezeichneten Krankheitsfiille zeichneten sich u. a. durch Di- 
gestionsstérungen aus und waren gutartiger Beschaffenheit. 

Auch Siege|?) hat durch eine Anzahl qualitativer Aceton- 
proben konstatiert, da normale Kuhmilch stets Spuren von 
Aceton enthilt. Bei Untersuchung der Kolostralmilch fand er 
den Acetongehalt reichlicher als in normaler Milch. Die Menge 
scheint jedoch in dem letzteren Falle relativ groben Schwan- 
kungen unterworfen zu sein. 

Zur Isolierung des Acetons aus der Milch wendet Siegel 
zwei etwas abweichende Verfahren an. Nach dem ersteren 





‘) Johnk, Jahresbericht der Vet. Medizin, 1911, 1912. 
*) Siegel, «Ein Beitrag zur Kenntnis des Acetons und Urobilins 
beim Rind.» Dissert. Stuttgart 1912. 
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laBt er die Milch einen Tag lang eine Milchsiuregiirung durch- 
machen, seiht dann durch ein feinmaschiges Tuch, erhitzt die 
geseihte Milch bis zum Koagulieren, filtriert sie nach dem Er- 
kalten und unterzieht sie einer Destillation. Nach dem anderen 
Verfahren wird die frische Milch mit einigen Tropfen Lab 
versetzt, und dann nach einigen Stunden filtriert. Das Filtrat 
wird bis zur Koagulierung erhitzt, von neuem filtriert und 
destilliert. Der Verfasser hat die Untersuchungen auf diese 
beiden Weisen ausgefiihrt, um damit den Einwand zu wider- 
legen, daf die in der ersteren Methode angewandte Milchsiure- 
giirung das Resultat etwas beeinflussen konne. In den erhaltenen 
Destillaten weist Siegel dann mittels unserer gewOhnlichsten 
qualitativen Acetonproben Aceton nach. Gestiitzt auf den 
stiirkeren oder schwiicheren positiven Ausschlag schlieft er 
dann auf gréBere oder kleinere Mengen Aceton im Untersuchungs- 
material, Exakte quantitative Acetonbestimmungen hat er in- 
dessen nicht ausgeftihrt. 

Bevor ich zum Bericht tiber meine eigenen Untersuchungen 
betreffend den Acetongehalt in der Milch tibergehe, bin ich 
jedoch gezwungen, auf eine kritische Priifung der Art, auf 
welche Siegel das Aceton in der Milch isoliert und nach- 
gewiesen hat, einzugehen. Diesen Methoden haften niémlich 
wesentliche Mangel an. Einer der bedenklichsten ist die vor- 
geschlagene Erwaérmung zum Zweck der vollstaéndigen Aus- 
koagulierung der Eiweibk6rper. Das Ungeeignete des Verfahrens 
erhellt deutlich, wenn wir in Betracht ziehen, dai das Aceton 
ein sehr leichtfliichtiger Korper ist, der beim Erwirmen ver- 
loren gehen kann. Vorsichtsmabregeln zur Vermeidung eines 
Acetonverlustes beim Erwiérmen werden nicht angegeben. 
Auch fehlen bestimmte Angaben tiber die Zeit fiir die Destilla- 
tion und das Verhaltnis zwischen der Menge Milch und dem 
erhaltenen Destillate. In der Abhandlung des genannten Ver- 
fassers, Tabelle V, ist allerdings in einem Falle die Milch- 
menge auf 500 ccm und das erhaltene Destillat auf 20 ccm 
angegeben. Unter der Voraussetzung, daB der Verfasser siamt- 
liche Destillationen in diesen Verhiltnissen ausgefiihrt hat, 
missen die erhaltenen Werte einigermafen vergleichbar sein. 
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Ich mache indessen darauf aufmerksam, dafi das Aceton nach 
einer Destillation von so kurzer Dauer nicht als quantitativ 
in das Destillat iibergegangen betrachtet werden kann, und ferner, 
daB die Abweichung inbetreff der Zeit der Destillation nicht ver- 
gleichbare Quantitiiten als Resultat ergibt. Siegels Angabe, dab 
eine vorhergegangene Milchsduregirung das Kesultat bei der 
Acetonbestimmung nicht beeinflusse, darf auferdem nicht un- 
erwidert bleiben. Eine Untersuchung in dieser Beziehung hat 
im Gegenteil ergeben, daB eine solehe Giérung die Bildung 
einer Menge von Substanzen verursacht, die im allgemeinen auf 
die meisten der tiblichen Acetonproben einen Einfluf austiben. 

Was schlieBlich die angewendeten Acetonproben — das 
Liebensche, Legalsche und dessen Modifikationen, sowie das 
Penzoldtsche und Frommersche — betrifft, so sind alle 
diese, mit Ausnahme der Frommerschen, nicht absolut be- 
weisend fiir die Gegenwart von Aceton, weil sie auch fiir 
andere Stoffe einen positiven Ausschlag geben. Was die 
Frommersche Probe anbelangt, so ist ihre Empfindlichkeit 
zwar auch bei ihrer Ausfiihrung nach der urspriinglichen Vor- 
schrift grofi, ich kann aber, auf eigene Erfahrungen gestiitzt, 
konstatieren, dali sie, auf diese Weise ausgefiihrt, keine so 
deutlichen Resultate gibt, daB die Schwankungen in dem in 
normaler Milch vorkommenden Acetongehalt mit ihr in be- 
friedigender Weise gewiirdigt werden kénnen. 


Eigene Untersuchungen. 


Vor der Behandlung meiner eigenen Untersuchungen tiber 
den Acetongehalt der Milch méchte ich vorausschicken, da’ 
die dabei angewendeten Untersuchungsmethoden auf Grund 
der bei meinen Arbeiten tiber die Bestimmung des Aceton- 
gehaltes in menschlichen und Tierharnen') gesammelten Er- 





*) «Die Acetonbestimmung im Harn.» Skand. Archiv f. Physiologie, 

Bd. 32, S. 253—286 (1914). 

«Die Acetonbestimmung im Harn der Haustiere.» Monatshefte 
fir prakt. Tierheilkunde, Bd. 26, S. 350—369 (1915). 

«Der Acetonnachweis nach Frommer.» Berl. klin. Wochenschr. 
1915, Nr. 18. 

«Die Anwendbarkeit der Frommer-Engfeldtschen Acetonprobe 
fiir klinische Zwecke.» Berl. klin. Wochenschrift 1915, Nr. 30. 
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fahrungen ausgearbeitet sind. Um den Raum in dieser Zeit- 
schrift nicht allzu stark in Anspruch zu nehmen, glaube ich mich 
folglich auf die Darstellung des Verfahrens bei der Isolierung 
des Acetons aus der Milch in so reinem Zustande, daB eine 
exakte quantitative Bestimmung ausfiihrbar ist, hauptsichlich 
beschrinken zu kénnen. Alle Einzelheiten in der Ausfiihrung der 
Bestimmung des isolierten Acetons finden sich nimlich in den 
ebenerwihnten Arbeiten, und verweise ich Interessierte auf diese. 


Die Isolierung des Acetons aus der Milch. 


Zur Isolierung des Acetons aus der Milch habe ich die 
Destillation angewendet, wobei das leichtfliichtige Aceton in 
das Destillat iibergeht. Die Destillation 146t sich indessen kaum 
direkt mit der Milch bewerkstelligen, da diese infolge ihres 
Eiweibgehaltes bei der Erhitzung so stark schéumt, da eine 
Verunreinigung des Destillats durch Ubergang von Milch bei- 
nahe unvermeidlich ist. Erst nach Entfernung der EiweiBk6rper 
laBt diese Schwierigkeit sich beseitigen. Nach verschiedenen 
Versuchen mit verschiedenen Fallungsmitteln fand ich, daf 
Gerbsiiure in gewissen Quantititen einen so_ vollstindigen 
Niederschlag der Eiweifbstoffe der Milch verursacht, dai man 
ein Filtrat erhilt, das sich ohne Schaumen destillieren liBt. 
Die Fillung und die darauffolgende Destillation wird auf folgende 
Weise ausgefthrt: 

100 cem Milch, 240 eem destilliertes Wasser sowie 40 ccm 
10°/oige Gerbsiiureldsung werden gemischt, umgeschittelt und 
durch ein grofes gefaltetes Filter filtriert. Beim Filtrieren 
wurde der Trichter bedeckt gehalten nnd die Fallung so viel 
wie moglich durch wiederholtes AufgieBen destillierten Wassers 
ausgewaschen. Zur Vermeidung des sogenannten Stofens wurde 
dem Filtrat eine Messerspitze Talk zugesetzt und dieses dann 
in einem geriéumigen, auf gewOhnliche Weise mit einem langen 
Liebigschen Kiihler verbundenen Kolben der Destillation unter- 
zogen. Die Destillation fand unter reichlichem ZuflieBen von 
Kiihlwasser statt und dauerte, von dem Augenblicke an ge- 
rechnet, wo das Destillat in die Vorlage abzutrépfeln begann, 
15 Minuten. Als Vorlage wurde ein dichtschlieBender, mit 
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50 cem destilliertem Wasser versehener Kolben, benutzt, der 
auferdem mittels eines durchbohrten Korkens und einer ge- 
bogenen Glasréhre mit einer mit Wasser gefiilllen Peligotschen 
Kugelréhre in Verbindung stand. Die letzte Anordnung wurde 
getroffen, um jeden Verlust von Aceton withrend der Destillation 
zu verhindern. Sowohl die Vorlage wie die Peligotsche Réhre 
wurden gut abgekihlt gehalten. 


Die Bestimmung des Acetongehaltes im Destillat. 


In dem auf die angegebene Weise erhaltenen Destillat 
haben wir folglich alles in der Milch enthaltene Aceton zu 
suchen. Bei der Bestimmung des Acetongehaltes im Destillat 
habe ich der Kontrolle wegen zwei wesentlich verschiedene 
Methoden benutzt, und zwar teils eine von mir ausgearbeitete, 
in der Berliner Klinischen Wochenschrift 1915, Nr. 18 und 30 
veriffentlichte kolorimetrische, und teils die allbekannte 
von Messinger ausgearbeitete jodometrische Methode. Was 
die erstere betrifft, so gibt sie infolge ihrer Eindeutigkeit und 
Schiirfe sehr zuverlissige Werte, die indessen selbstverstandlich 
durch die subjektive Auffassung der Farbenstiirke beeinfluBt 
werden k6nnen. Die jodometrische vermift zwar diese Fehler- 
quelle, sie gibt aber nur unter einer Voraussetzung richtige 
Resultate, namlich wenn keine anderen mit Jod und Alkali- 
hydrat reagierenden Substanzen als Aceton in das Destillat 
libergegangen sind. Auferdem mufi man, um bei der jodo- 
metrischen Bestimmung die richtigen Werte zu erhalten, die 
in meiner oben angefiihrten Veroffentlichung: «Die Aceton- 
bestimmung im Harn» angegebenen Vorsichtsmabregeln an- 
wenden. Man muf} somit vor der Ausfiihrung der Bestimmung 
saimtliche Lésungen durch Blindproben kontrollieren und darf 
zwischen der Ausfiihrung der Blindprobe und der Bestimmung 
weder betreffend die Menge der Lésung — dieselben Mab- 
gefiibe — noch die Zeit ihrer Einwirkung irgendwelche Ab- 
weichungen vornehmen. Da auferdem der Acetongehalt in 
gewissen Milchsorten aéuBerst unbedeutend und der Jodverbrauch 
folglich auBerst gering ist, ist zur Erhaltung genauer Werte 
eine auBerordentlich fein kalibrierte Biirette, die eine Schatzung 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XCV. 24 
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des Volumens der verbrauchten Titrierfliissigkeit bis auf 0,02 cem 
gestattet, notwendig. 

Unter der Voraussetzung, dai keine anderen jodver- 
brauchenden oder auf andere Weise mit Jod und Alkalihydrat 
reagierenden Substanzen bei der Destillation in das Destillat 
iibergegangen sind, kann man aus der Anzahl verbrauchter 
Kubikzentimeter ®10-Jod durch Multiplikation mit dem Faktor 
Q,000967 den Acetongehalt erhalten. 

Der Ubergang anderer, mit Jod reagierender Substanzen 
in das Destillat ist jedoch keineswegs ausgeschlossen. 

Um zu ermitteln, wie es sich in der ebenerwihnten 
Beziehung verhiilt, wurde eine Anzahl Milchdestillate — frisch- 
gemolkene Kuhmilch — einer Untersuchung auf solche Sub- 
stanzen, deren Anwesenheit wenigstens denkbar war und auf 
die jodometrische Bestimmung von stérender Einwirkung sein 
konnte, unterzogen. Zu solchen Substanzen habe ich gerechnet : 
reduzierende Stoffe (Ameisensaure, Aldehyde, Schwefel- 
wassersloff, Schwefeldioxyd), Phenole sowie Salpetersadure 
und salpetrige Siiure. Zu deren Nachweis habe ich folgende, 
ihrer auberordentlich groben Empfindlichkeit wegen bekannten 
Reagenzien benutzt: 

Fir reduzierende Stoffe: Alkali-Ammoniak-Silberlésung. 
Fir Phenole: Millons Reagenz. 
Fiir Salpetersiure und salpetrige Saure: Diphenylaminschwefelsiiure. 

Wie aus Tabelle I hervorgeht, war keine dieser Sub- 
stanzen in den Destillaten nachweisbar. Mdédglicherweise war 
indessen eine A4uferst schwache, erst nach mehreren Stunden 
bemerkbare reduzierende Fiihigkeit vorhanden. Was Milchséure 
und Alkohol, die, wie bekannt, ebenfalls mit Jod und Alkali- 
hydrat unter Jodoformbildung reagieren, betrifft, so ist die 
Anwesenheit der ersteren im Destillat bei Anwendung von 
frischgemolkener Milch nicht denkbar. Die Anwesenheit von 
Alkohol kann bei der jodometrischen Bestimmung ebenfalls 
unberiicksichtigt bleiben, weil Alkohol nicht bei gewohn- 
licher Temperatur mit Jod und Alkalihydrat reagiert. 

In frischgemolkener Milch kann der Acetongehalt folglich 
auf befriedigende Weise direkt nach dem Jodverbrauch des 
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Destillates berechnet werden. Die auf jodometrischem Wege 
erhaltenen Werte sind auferdem durch kolorimetrische Be- 
stimmungen nach der vorerwahnten, von mir ausgearbeiteten 
Methode kontrolliert worden. Hierbei ist in saimtlichen Proben 
eine auferordentlich hiibsche Ubereinstimmung zwischen der 
auf dem Acetongehalt beruhenden Farbenstiirke und den auf 
jodometrischem Wege erhaltenen Werten konstatiert worden. 

Lit sich somit der Acetongehalt in frischgemolkener 
Kuhmilch direkt aus dem Jodverbrauch des Destillates berechnen, 
so ist dies bei Milch, die auch nur eine kiirzere Zeit nach 
dem Melken aufbewahrt worden ist, keineswegs der Fall. Bei 
der Untersuchung ist nimlich festgestellt worden, daf die 
Milch sich bei der Aufbewahrung iiuferst schnell verindert 
und hierbei u. a. fliichtige reduzierende Substanzen bildet, die 
auf das Resultat der jodometrischen Bestimmung st6rend ein- 
wirken. Ein unmittelbarer Zusatz von Borsiiure zur Milch bei 
der Probenalhme vermindert die Bildung dieser stérenden Sub- 
stanze in betrachtlichem Grade, scheint sie aber doch nicht 
vollstiindig aufzuheben. 

In den Fiillen, wo die Milch nicht unmittelbar nach dem 
Melken bearbeitet werden konnte, war ich folglich auf eine 
fortgesetzte Behandlung des zuerst erhaltenen Destillates be- 
hufs Beseitigung der ebenerwiéhnten jodverbrauchenden Sub- 
stanze hingewiesen. Ich habe hierbei dasselbe Verfahren an- 
gewendet, wie bei der Bestimmung von Aceton im Tierharn. 
Das Destillat ist somit mit 25 cem 25°/oiger Kalilauge und 
10 ccm 3°/oigen Perhydrol') sowie destilliertem Wasser zu un- 
gelahr 200 ccm versetzt und die Mischung dann nach '|,—1- 
stiindiger Verwahrung bei Zimmertemperatur allmiéhlich vor- 
sichtig bis zum Kochen erhitzt und einer erneuerten Destillation 
unterzogen worden. In den auf diese Weise erhaltenen Destil- 
laten, die sich bei der Untersuchung als vollstindig von redu- 
zierenden Stoffen befreit erwiesen haben, ist hierauf der Aceton- 
gehalt auf jodometrischem Wege bestimmt worden. Die er- 





*) Das im Handel vorkommende gewohnliche 3°/oige Wasserstoff- 
Superoxyd, das im allgemeinen mit Anilinderivaten konserviert zu sein 
scheint, ist nicht fiir diesen Zweck anwendbar. 
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haltenen Werte haben mit den im ersten Destillat auf kolori- 
metrischem Wege erhaltenen gut iibereingestimmt. 

Die in beiligenden Tabellen zusammengefiihrten Analysen- 
resultate sind, mit Ausnahme der in Tabelle I angefiihrten, 
nach dem letzteren Verfahren erhalten worden. 

Bevor ich zum Berichte tiber das Analysenresultat be- 
treffend die Milchsorten, die der Gegenstand der Untersuchungen 
waren, tibergehe, will ich indessen eine vorliufige Mitteilung tiber 
einige Beobachtungen, die ich im Laufe der Untersuchung mit 
einer spontanen Milchsiuregérung unterzogener Milch gemacht 
habe, bringen. Beider Untersuchung des Destillates von derartiger 
Milech fand ich namlich, daB es mit der Liebenschen Probe 
eine sehr kriiftige Jodoformreaktion und mit der Legalschen 
Nitroprussidnatriumprobe einen deutlichen Ausschlag gab. Die 
kolorimetrische Untersuchung ergab indessen, dali das Destillat 
nur eine unbedeutende und vollstindig normale Quantitét Aceton 
enthielt. Die in relativ grofer Menge anwesenden jodoform- 
bildenden Substanzen konnten folglich nicht aus Aceton, sondern 
muften aus anderen bei der Milchsiiuregérung gebildeten Stoffen 
bestehen. Die diesbeziiglichen Verhiiltnisse sind zurzeit der 
Gegenstand einer weiteren Behandlung, und ich behalte mir 
vor, in einer spiiteren Mitteilung tber das Resultat dieser 
Untersuchungen zu berichten. 


Zusammenfassung der Analysenresultate. 


Kuhmileh. Der Acetongehalt schwankt zwischen 
1,45—2,42 mg pro Liter mit durchschnittlich 1,85 mg_ pro 
Liter fiir 10 Bestimmungen (Tabelle 1). 

Der Gesamtacetongehalt pro die schwankt und scheint 
in direktem Verhiiltnis zu den Milchmengen zu stehen. Werte, 
zwischen 6,81—23,11 mg wechselnd, sind erhalten worden. 
Das Alter der Milchtiere, der Zeitpunkt wihrend der Lacta- 
tionsperiode sowie die Triichtigkeitsverhiltnisse scheinen keinen 
Einflu8 auf den Acetongehalt der Milch auszutiben (Tabelle II). 

Der Acetongehalt der Kolostralmilch weicht nicht von 
dem in normaler Milch vorkommenden ab (Tabelle III). 
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Stutenmilch. Der Acetongehalt schwankt zwischen 
0,48—0,97 mg pro Liter mit im Durchschnitt 0,71 mg_ pro 
Liter fiir 5 Bestimmungen (Tabelle IV). 

Schafmilch. Der Acetongehalt schwankt zwischen 
0,48—0,68 mg pro Liter mit im Durchschnitt 0,56 mg _ pro 
Liter fiir 5 Bestimmungen (Tabelle V). 

Ziegenmilch. Der Acetongehalt schwankt zwischen 
0,97—1,45 mg pro Liter mit im Durchschnitt 1,07 mg _ pro 
Liter fiir 6 Bestimmungen. Wie bei der Kuhmilch, hiangt der 
Gesamtacetongehalt pro die von den Milchmengen ab. Zwischen 
0,97—2,75 mg wechselnde Werte sind erhalten. Einseitige 
Schilddriisenexstirpation scheint keinen EinfluB auf den Aceton- 
gehalt der Milch auszutiben (Tabelle VI). 

Frauenmilch. Der Acetongehalt schwankt zwischen 
0,48—1,16 mg pro Liter. Der Durchschnitt fiir 4 der Bestim- 
mungen betragt 0,50 mg pro Liter. KRechnet man auch die 
5. Bestimmung, die betréchtlich h6her als die andere ist, hin- 
zu, so ist doch die Durchschnittszahl 0,64 mg pro Liter. Der 
Gesamtacetongehalt pro die betriigt zwischen 0,52—1,00 mg 
und scheint, gleichwie bei den iibrigen Milchsorten, von den 
Milchmengen abzuhangen (Tabelle VII). 


Kuhmilch. Tabelle I. 
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| Redu- | Aceton vedianmah ~ one 
Nr, ierende] FPC™ itt] mach agen Sar) pre | Anm 
‘| Sub- | nole . Frommer- sibeiadias aie | , 
stanz } Engfeldt| Lésung 
| | cem nj/p-Jdod} ME | 
1! Oo 0 | 0 ‘ 0,25 | 2,42 | 
9} 9 0 0 es 0.25 949 | Frischgemolkene 
3 | ‘ ” Milch. Die jodo- 
0 | 0 | si 0,15 1,45 metrische Bestim- 
4 0 0 o | + 0,20 1,93 | mung im 1. Destillat 
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7 0 0 0 + | 08 145 nach Frommer- 
g 0 0 0 | 990 1.93 Engfeldt erhal- 
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Tabelle II. 


Kuhmilch (Tagesmenge). 
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Tabelle III. 


Kuhmilch (Kolostrum) 
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gehalt | 
Nr. | pos ny . | total | Anm. 
| Jahre | pro al alkalisch. Lésung) pro! | pro die | 
| | pore 1 | cem B10 Jod. | mg mg | 
| | } 
| 1.Tag | 5'/, | 0,15 | 1,45 7,97 | 
| " a _[-s. Tab. I 
1] 9, 4 2 10'/, 0,20 | 1,93 20,26 | 
| a , | MH, 0,20 1,93 22,19 | 
2;5 {4 >» | — 0,15 if = | 
3 | + e+ | = 0,15 145 | — | 
| | 
4|7 3. > — | 0,15 1,45 — | 
Stutenmilch Tabelle IV. 
| Probe Jodverbrauch auf Aceton- | 
| Alter | in| | 
x post 100 ccm Milch in| gehalt | Anmerkung. 
| Jahre alkalisch. Lésung) pro | 
| partum | com n/, Jod. | mg | 
| | | | | 
1; 9 | 2. Tag 0,05 0,48 s. Tabelle Il 
| 
2; 12 |45. > 0,07 | 0,68 | Gelegentliche Probe, ohne 
a . Angabe der Tagesmenge. 
3 | 10 | 30. » 0,08 (0,77 E 6 
4; 7 ih » | 0,07 | 0,68 
| 
5| 10 |30. > 0,10 | 0,97 | 
Schafmilch Tabelle V. 
Probe Jodverbrauch auf; Aceton- 
Alte j 
ie r post |100 ccm Milch in| gehalt Anmerkung. 
Jahre alkalisch. Lésung) pro | 
partum | ccm 4/,, Jod. mg 
| | | 
1| 5 3 Mon. | 0,07 — 0,68 | s. Tabelle II. 
2/1 2'/, | 3 | 0,05 — 0,48 Gelegentliche Probe, ohne 
3/5 31 | 0.05 | 0.48 _Angabe der Tagesmenge 
. ms 4 — ’ 
4) 4 | 8%,> | 0,05 (0,48 
5} 3 |38%/,> | 0,07 0,68 














350 N. O. Engfeldt, Der Acetongehalt in der Milch. 


Ziegenmilch Tabelle VI. 
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vr. | | post | die! in | 1 | total | Anm. 
Jahre = wae ' alkalisch. Lésung, ee pro die | 
| partum | | | 
| | | 1 | cem "/,, Jod. | mg | mg | 
| | | s. Tab. II. 
1*! $ |3%/,Mon.! 1,5. | 0,10 0,97 | 1,45 Nicht 
bor | | trichtige. 
2* 3 | 4 » 1 5 0,12 1.16 1,74 *) Vor etwa 
3*| 3 16 » | 10 0,10 097 | 0,97 |t'/2 Jahren 
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Frauenmilch Tabelle VII. 
mes 3 : : 
Probe |Mileh=| Jodverbrauch | Aceton-| Aceton- 
Alter panne 100 ccm Milch | gehalt gehalt 
Nr lahr post | di in I total Anm. 
— partum ee © jalkaliseh. Lisung| Pr? | pro die 
| | 1 | cem/,, Jod | mg mg 
| | | | s. Tab. Il. 
1} 31 |8 Mon. | 1,270 0,05 048 | 061 | 25 ccm 
| | | Milch mit 
2 | 29 18 » | 1,440 | 0,05 0,48 0,69 | vierstiind. 
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, ' san | . 6 Uhr vorm. 
; 99 » 2 é : T 
4 | aa o 1,720 0,06 0,58 1,00 bis 10 Uhr 
5! 28 |7 » |0,690 0,12 1,16 | 0,80 /nachm. ge- 
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Notiz iiber Jodeiweif. 
Von 
Adolf Oswald (Ziirich). 


(Der Redaktion zugegangen am 1. November 1915.) 


Die kiinstlich jodierten Eiweibkoérper werden, wenn vom 
«locker» gebundenen Jod befreit und zu Pulver zerrieben, als 
von hellbraun-gelber oder gelblicher Farbe beschrieben. Dem 
gegeniiber méchte ich bemerken, dab, wenn der Jodierungs- 
prozef im Kiltegemisch vorgenommen und ein Uberschuf von 
Jod vermieden wird, man leicht zu einem schneeweiben 
Pulver gelangt, welches lichtbestandig ist. Ich besitze ein 
Priparat von Jodcasein mit einem Jodgehalt von 14,39°/o, 
das ich seit Jahren am Licht aufbewahre und das gelegentlich 
auch ans direkte Sonnenlicht zu stehen kam, ohne dab es sich 
irgendwie gefirbt hitte. 

Der Jodierungsprozef geschieht folgendermafen: 

Kaufliches reines, nach Hammarsten dargestelltes, von 
Kahlbaum bezogenes Casein wird in Wasser unter Zusatz 
der notwendigen Menge Alkali (Atzkali) gelOst, im Kialtegemisch 
auf O bis +- 1° abgekiihlt und dazu zur Bindung des sich 
bildenden Jodwasserstoffes ein Uberschu8 von Alkali hinzu- 
gefiigt. Darauf wird von einer auf die gleiche Temperatur 
abgekiihlten Auflésung von Jod in wisseriger Jodkaliumliésung 
langsam unter Schiitteln soviel hinzugesetzt, bis in einer heraus- 
genommenen Probe ein Uberschu8B von Jod sich mit Stirke- 
kleister nachweisen |iBt. Nach einer Weile verschwindet der 
Uberschu8 wieder. Es wird dann weiter Jod hinzugesetzt und 
die Prozedur so oft wiederholt, bis er nach kurzem Stehen 
erhalten bleibt. Die Reaktionsfliissigkeit wird noch etwa eine 
Stunde im Kiiltegemisch belassen, wonach dann der Jodiiberschuf 
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verschwunden ist. Alsdann wird sie in Pergamentschlaéuchen 
im Eisschrank gegen destilliertes Wasser so lange dialysiert, 
bis das Dialysat von ionisiertem Jod ginzlich frei ist, und 
darauf der Schlauchinhalt mit verdiinnter Essigsaéure gefillt, 
wobei ein schneeweier Niederschlag ausfallt, der im Vakuum 
liber Schwefelsaéure getrocknet beim Verreiben ein vollkommen 
farbloses Pulver liefert. 

In wasseriger Lésung macht Zusatz von rauchender Sal- 
petersiiure, sowie einer verdiinnten Lésung von Natriumnitrit 
und verdiinnter Salpeter- oder Schwefelséure einen Teil des 
Jods frei. In verdiinnten Alkalien lést sich das Pulver glatt. 
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